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Uticaj dugotrajne restrikcije hrane na ekspresiju glukokortikoidnog receptora
u prednjem mozgu pacova tokom starenja
Rezime
Dugotrajna restrikcija hrane produžava životni vek i odlaže pojavu mnogih bolesti koje se 
javljaju sa starenjem. Brojni literaturni podaci ukazuju da kod životinja kojima je unos hrane 
smanjen izos  - #  '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mehanizam ovakvog neuroprotektivnog dejstva restrikcije hrane nije u potpunosti razjašnjen. U 
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terona u 
plazmi što ukazuje da ovaj tretman deluje kao blagi stresor. Do sada nije ispitivano do kakvih 
promena u signalnom putu glukokortikoida dovodi smanjeni unos hrane tokom starenja u mozgu. 
Centralno polje istraživanja procesa starenja neizbežno podrazumeva ispitivanje promena do 
4 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delovanja negativne povratne sprege. 
Cilj doktorske disertacije je da se ispita uloga signalnog puta glukokortikoida u korteksu i 
hipokampusu pacova tokom starenja i pod uticajem dugotrajne restrikcije hrane. 
Eksperimentalne životinje (mužjaci pacova soja Wistar) starosti 6 meseci su podeljene u dve 
g#	  '#   ad libitum ;7<=  ( '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' '# ; +*= #rgnuta režimu redukovane ishrane koji je podrazumevao 
dobijanje 100% dnevnog unosa hrane AL životinja svakog drugog dana. Životinje su analizirane 
kada su dostigle starost od 18 i 24 meseca. Životinje stare 6 meseci su predstavljale kontrolnu 
'#	"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nivou, kao i na nivou ekspresije i aktivacije glukokortikoidnog receptora primenom imunoesej, 
imunoblot i PCR metoda, kao i imunohistohemijske analize.
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koncentracije kortikosterona u korteksu pacova, dok dugotrajna restrikcija 4#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 /#HHJ-HSD1, raste u hipokampusu pacova 
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	 ( 'otrajnom restrikcijom hrane dovodi do 
#HHJ-HSD1 u korteksu, dok u hipokampusu izostaje efekat na nivo ovog enzima. 
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i u korteksu i u hipokampusu, dok se uticaj na fosforilacioni status receptora ostvaruje samo u 
4#(#  # '# '   # nivo fosforilisanog oblika 
receptora, kao i njegova jedarna lokalizacija u piramidalnim neuronima CA1 regiona i 
granularnim ( dentatnog girusa. Funkcionalna posledica aktivacije glukokortikoidnog 
receptora u hipokampusu životinja podvrgnutih dugotrajnoj restrikciji hrane se ogleda u 
##'-H'	3(4(n dolazi do 
porasta nivoa mineralokortikoidnog receptora u hipokampusu. Sa druge strane, dugotrajna 
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jedarnoj frakciji do kojeg dolazi sa starenjem i dalje deluje u pravcu održavanja reaktivnosti 
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&3 ' /4ostvaruje uticaj na signalni put glukokortikoida
na strukturno-#/$ 	 Promene koje su detektovane u korteksu su  
prereceptorskom nivou  '   #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nivou enzima HHJ-HSD1. U hipokampusu je efekat restikcije hrane najizraženiji na nivou samog 
receptora##anja nivoa ukupnog receptora i njegove fosforilisane forme.
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ostvarivanju efekata dugotrajne restrikcije hrane( proširuju dosadašnje uvide u mehanizme
neuroprotektivnog dejstva smanjenog unosa hrane	 (' ''#
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The effect of long-term food restriction on the expression of glucocorticoid receptor 
in the rat forebrain during aging
Abstract
Moderate restriction in food intake (dietary restriction, DR) extends the life-span and 
delays the onset of many age-related diseases. In addition, food-restricted animals exhibit 
attenuated cognitive deficits during aging as they perform better in learning and memory tasks 
than their ad libitum fed counterparts. At the same time, the animals on chronic food restriction 
have elevated levels of plasma corticosterone, which implies that this treatment could be 
considered as a mild stressor. So far, there are no literature data regarding the effects of food 
restriction on glucocorticoid signaling in the brain during aging and the mechanisms by which 
DR exhibits its neuroprotective effects are poorly understood. Two brain regions of interest are 
cortex and hippocampus, regions particularly prone to age-related changes. The same regions are 
also involved in cognition and regulation of the hypothalamic–pituitary–adrenal (HPA) axis 
activity. 
The aim of the present study was to evaluate the effect of long-term food restriction on 
glucocorticoid signaling pathway in the cortex and hippocampus of rats during aging. 
Experimental animals (male Wistar rats, 6 months old) were divided into two groups. The AL 
group was fed ad libitum, whereas the food restricted group (DR) received 100% of the mean 
daily intake of the AL animals every other day. The animals were examined at the age of 18 and 
24 months. Six-month-old animals were used as a control. Glucocorticoid signaling in specific 
brain regions was examined at the pre-receptor level, as well as regarding the level of expression
and glucocorticoid receptor activity by using immunoassays, Western blot, PCR and 
immunohistochemistry.
The results of this study demonstrate an age-related increase in cortical corticosterone 
concentration. The increase in the hormone level was further detected in DR animals, in both 
 ' |(	 6} HHJ-HSD1, a key enzyme in brain tissue that regulates the 
availability of corticosterone to its receptors, was increased only in the hippocampi of AL rats 
and in the cortex of rats subjected to the long-term food restriction. The most pronounced 
changes in the level of glucocorticoid receptor during aging were observed in the hippocampi of 
AL animals. A significant decrease in the level of glucocorticoid receptor protein was 
accompanied by the decrease in the level of phosphorylated receptor form (pGR). Conversely, 
following long-term food restriction, an increase in the level of glucocorticoid receptor both in 
the cortex and hippocampus was observed. The effect of food restriction on pGR was observed 
only in the hippocampi of old animals, where increased level of pGR together with its prominent 
nuclear staining in CA1 pyramidal and DG granule neurons of aged DR rats was observed. These 
changes were accompanied by increased sgk-1 gene expression, pointing to upregulated 
transcriptional activity of GR. In the hippocampus, DR also induced an increase in the 
expression of the mineralocorticoid receptor. Furthermore, reduced food intake in the cortex 
prevented an age-related increase in the level of n/ QWX%  / /  4
expression of c-fos, indicating that DR during aging tends to maintain the reactivity of cortical 
neurons. 
The results presented herein reveal that long-term food restriction affects the 
glucocorticoid signaling pathway in a region-specific manner. In the cortex, more prominent 
changes were observed at the pre-receptor level, where increased corticosterone concentration 
and elevated HHJ-HSD1 level were detected. In the hippocampus, the most pronounced effects 
were on the receptor itself, as long-term food restriction induced an increase in the total GR and 
pGR levels.
Overall, this study demonstrates how long-term food restriction affects  the 
glucocorticoid signaling pathway in the brain and thus provides new insights into the 
mechanisms by which reduced food intake exerts its neuroprotective effects. Considering the 
importance of glucocorticoid signaling pathway in learning and memory, these results also 
provide important information in relation to the potential use of reduced food intake in 
preserving cognitive capacity during aging in humans.
Keywords: long-term food restriction, aging, '///4(HHJ-HSD1,
glucocorticoid receptor, cortex, hippocampus
Research area: Biology 
Area of special interest: Molecular neurobiology 
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AP-1 transkripcioni regulator AP-1 (eng. activator protein 1)
AB Alchajmerova bolest 
ACTH adrenokortikotropni hormon (eng. adrenocorticotropic hormone)
AL  ';	ad libitum)
BDNF moždani neurotrofinski faktor (eng. brain derived neurotrophic factor)
C/EBP #/'#77
(eng. CCAAT/enhancer binding protein)
CBG kortikosteroid-';'	corticosteroid-binding globulin)
CBP protein koji se vezuje za CREB (eng. CREB-binding protein)
CDK kinaze kojima aktivnost zavisi od ciklina (eng. cyclin-dependent kinases)
CNS centralni nervni sistem 
CREB protein koji se vezuje za elemente koji odgovaraju na cAMP 
(eng. cAMP responsive element binding protein)
CRH kortikotropin-34(;'	/orticotropin-releasing hormone)
DBD +Q)(;'	DNA-binding domain)
DNK dezoksiribonukleinska kiselina
DR restrikcija hrane (eng. dietary restriction)
ERK '('(
(eng. extracellular signal-regulated kinase)
FKBP protein koji vezuje FK506 (eng. FK506 binding protein)
GFAP glijski kiseli fibrilarni protein (eng. glial fibrillary acidic protein)
GILZ #((/''(
(eng. glucocorticoid-induced leucine zipper)
GPCR receptor spregnut sa G proteinima (eng. G protein coupled receptor)
GR glukokortikoidni receptor 
GRE sekvence DNK koje odgovaraju na glukokortikoide 
(eng. glucocorticoid response elements)
GRIP protein koji interaguje sa glukokortikoidnim receptorom 
(eng. glucocorticoid receptor-interacting protein)
GSK kinaza sintaze glikogena (eng. glycogen synthase kinase)
HES1 transkripcioni regulator HES1 (eng. hairy and enhancer of split-1)
hGR humani glukokortikoidni receptor
HHA hipotalamo-hipofizno-adrenalna osa
HHJ-HSD HHJ-44';'	HHJ-hydroxysteroid dehydrogenase)
Hsp protein toplotnog stresa (eng. heat-shock protein)
IF intermitentno gladovanje (eng. intermittent fasting)
IL interleukin
IRF regulacioni faktor interferona (eng. interferon regulatory factor)
X% inhibitorni X% protein (eng. 
29:;)
JNK kinaze N-terminalnog domena proteina c-Jun (eng. c-Jun N-terminal kinases)
LBD '(;'	ligand-binding domain)
LTP dugotrajna potencijacija (eng. long-term potentiation)
MAPK proteinske kinaze aktivirane mitogenima (eng. mitogen-activated protein kinases)
MDR višestruka rezistencija (eng. multidrug resistance)
MED14 medijator transkripcione podjedinice 14 RNK polimeraze II 
(eng. mediator of RNA polymerase II transcription subunit 14)
MPK proteinska kinaza aktivirana mitogenima (eng. mitogen-activated protein kinase)
MR mineralokortikoidni receptor 
MRI magnetna rezonanca  (eng. magnetic resonance imaging)
NCoR korepresor nuklearnih receptora (eng. nuclear receptor co-repressor)
QWX% n$X%;'	nuclear factor-kappa B)
nGRE negativni GRE
NTD N-((;'	N-terminal transactivation domain)
PKA protein kinaza A 
PP5 protein fosfataza 5 (eng. protein phosphatase 5)
PVN paraventrikularno jedro hipotalamusa 
(eng. paraventricular nucleus of the hypothalamus)
Sgk kinaza regulisana serumom i glukokortikoidima
(eng. serum and glucocorticoid-regulated kinase)
SIRT1 sirtuin 1
SMRT 
(/#hormone 
(eng. silencing mediator of retinoid and thyroid hormone receptors)
SOCS supresor signalnog puta citokina (eng. suppressor of cytokine signaling)
STAT protein koji prenosi signal i aktivira transkripciju 
(eng. signal transducer and activator of transcription)
SUMO mali modifikatori srodni ubikvitinu (eng. small ubiquitin-related modifier)
TCR receptor T-;'	T-cell receptor)
TNF- $(;'		
=;)
TSG protein osetljiv na tumor (eng. tumor susceptibility gene)
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1. Uvod
1.1. Starenje 
P   se z #4 H ' #     '  udeo 
4#
##/		'##/
'	Q  #'#4(
#
( ( (  (      #  
#'(
($(((#(	 
da se  ( # /enca raznih oboljenja poput ateroskleroze, artritisa, 
kardiovaskularnih bolesti, kancera, dijabetesa, hipertenzije, kao i neurodegenerativnih bolesti 
poput Alchajmerove bolesti (AB) (de Grey, 2007).   #  udaljavanjem iz 
socijalnog života usled umanjenja $4sposobnosti, kao i opadanjem '4$/
i kada ne postoji dijagnostifikovano oboljenje. Stoga su osnovna istraživanja usmerena na 
#
'(egija koje 
bi mogle da uspore starenje i obezbede što kvalitetniji život starim ljudima.
( 
  
 (     # 
programiran proces ili kao posledicu “grešaka”. Prema teorijama koje zastupaju stanovište o
starenju kao o programiranom procesu, starenje zavisi od biološkog sata koji vremenski reguliše 
'/''#((
i imunom sistemu koji su odgovorni za održavanje homeostaze i aktivaciju odbrambenog 
odgovora organizma. Sa druge strane, teorije “greške” proces starenja dovode u vezu sa 
#'(
( do kojih dovode sredinski faktori ((;#	

mitohondrijalne DNK, nakupljanje kiseon4
((=	
*(#'('#/(3/(
#4((#/4;6$/6
Kirkwood, 2002; Kirkwood i Austad, 2000; Rattan, 2000a, 2003). Stopa kojom organizmi stare 
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(((3'(( (3'
'(((#(('#(((
;Rattan, 2000a, 2000b). Potraga za jedinstvenim uzrokom u vidu jednog gena ili opadanja u 
$/''(3##(
kompleksan, multifaktorski proces (Kowald i Kirkwood, 1996), koji uti  
 
funkcionalne organizacije (Franceschi i sardnici, 2000). Stoga, sve je jasnije da niti postoji 
   4  (   $ #/  ;+/ 
/ H=	 & 
( '(( antan uvid u proces starenja se može 
 ( ((   4 
4 ;'4= #
4 ;4= 
44$;(
4(=	
& $     (-zavisnih, štetnih procesa tokom starenja 

##$
#
#4/#$
#/

'(''(4(;6H=	Q
 $   #/  (3  
 #/ '
funkcionalnosti i gubitka otpornosti ili prilagodljivosti na stres. Usled smanjene sposobnosti 
'       #( 4(( ( 
#(//(ih patologija, smrt je krajnja i neizbežna posledica starenja.
1.1.1. Starenje mozga 
((('(#4

  $/ '/	 +  (   #/ ja menja i
same nervne  4 ($'  $kc 
    ( '/
mozga i funkcionalno, na kognitivne sposobnosti. Pored toga, promene se mogu sagledati i na 
nivou hormona ili pak neurotransmiterskih sistema, a u osnovi svih ovih promena pored 
genetskih i sredinskih faktora veliku ulogu ima i prethodno iskustvo.
Najevidentnija promena u mozgu tokom starenja je smanjenje njegovog ukupnog 
volumena (Brody, 1955; Dekaban, 1978; Matsumae i saradnici 1996) što je nedvosmisleno 
#
(4(#'('/;*eng. magnetic 
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resonance imaging) (Raz i saradnici, 1999). Stopa kojom se odvija smanjenje volumena mozga 
   #    ' ;4(  / H997), a dodatno se 
#  ( '  ;/4  / =	 (  (
# '  (' ;6  / H 6' H=   # (
moždanih komora (Foundas i saradnici, 1998). Ipak, jasno je i da se promene u mozgu ne 
dešavaju istim intenzitetom u svim regionima (Trollor i Valenzuela, 2001). Rezultati studija u 
kojima su #3ivani MRI nalazi ljudi (344'#
najugroženije strukture prefrontalni kor(	*/(3#
za (#4($(/(4#(#(#'3
okcipitalni korteks (Raz, 2004). Literaturni podaci koji ukazuju da su prefontalni korteks i 
hipokampus st#'3#/(;7%=
''(#((sa starenjem. 
Smatra se da je smanjenje volumena mozga pre posledica smanjenja volumena nego 
broja neurona. Stereološke procene su pokazale da se ukupan broj neurona u humanom mozgu
smanjuje za manje od 10% u periodu od dvadesete do devedesete godine starosti (Pakkenberg i 
saradnici, 2003). 3 (    #(  ($' (4 
ndritskom grananju, trnovima i sinapsama. Opisano je da tokom starenja dolazi do 
(  4 #  #
 ' # # ;% =	
Nasuprot tome, neke od studija su pokazale indukciju dendritskog grananja u starenju, za koju se 
smatra da predstavlja kompenzatorni mehanizam koji ima za cilj održanje broja sinapsi (Kolb i 
4}H7=	($/'/ 3('
na integritet bele mase (Raz, 2004). Pokazano je da se bela masa smanjuje sa starenjem, uz 

 (' (  #   '    
dijagnostifikovanih oboljenja (Bartzokis i sardnici, 2003; Tullberg i saradnici, 2004; Head i 
saradnici, 2004; Artero i sardnici, 2004).
Navedene morfološke promene dalje dovode do promena na nivou neurotransmiterskih 
sistema i drugih signalnih (  ('	 Q
 razmatrani neurotransmiterski sistemi 
  #( #  (  #('  ' (	 Qvo
#( ((#(H##
''
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doba, a ovakva promena je dovedena u vezu sa smanjenim kognitivnim i motornim 
sposobnostima (Nyberg i Backman, 2004; Mukherjee i sardnici, 2002). Nivoi serotonina i
moždanog neurotrofinskog faktora (BDNF, eng. brain derived neurotrophic factor=  3
(  ( 
 ( /  '/ # #  ' 
((';/=	3(
#/ 4   #   
 ( 
(Volchegorskii i saradnici, 2004). Ostali faktori za koje se smatra da mogu doprineti starenju 
mozga su deregulacija homeostaze kalcijuma (Toescu i saradnici, 2004) i mitohondrijalna 
$/ ; =	 + $   (      (' 
kognitivnim sposobnostima je hormonalni uticaj. Nivo hormona rasta se smanjuje sa starenjem, a 
pokazana je i korelacija njegovog nivoa sa smanjenim kognitivnim sposobnostima (Sytze van 
+(  7( =	   3  # '( ( #  
bolestima povezanim sa starenjem, kao što je AB (Herlitz i Yonker, 2004; Tan i saradnici, 2005). 
Starenjem se me(('('#(('
( ( #/ promena u efikasnosti vaskularnog sistema mozga. S druge 
 #(    #rati i izmenjena propustljivost krvno-moždane barijere, što 
( '   (  (    $/  ;% 
Zlokovic, 2009; Brown i Thore, 2011). 
Promene do kojih dolazi sa starenjem finalno se odražavaju na kognitivne prosece. 
($/
 menjaju tokom procesa starenja su epizodna memorija, vid 
deklarativne memorije #/$4 # u kontekstu vremena ili prostora,  (
memorija, koja podrazumeva #( informacija nezavisno od konteksta (Reber, 1995). 
Smatra se da se kapacitet epizodne memorije smanjuje od srednjeg doba pa na dalje, dok se pad 
#/(((4##'#
je prisutno u srednjem dobu (Nyberg i Backman, 2004). Radna memorija, koja podrazumeva i 
kra    #/ $(/ 3  #'3 #/(
starenja (Hasher i Zacks, 1988). Promene do kojih dolazi svakako utiu na neke od aspekata 
'4#4##('iži stepen pažnje, 
#   # 
 nzornih i perceptivnih funkcija, ili smanjenje 
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#
4strategija ponašanja (Nyberg i Backman, 2004; Cabeza, 2004; 
Lustig i Buckner, 2004; Cabeza i saradnici, 2004). 
Li#/#4#'#/(
( 4  '' ((4(
promena kod pacova može pružiti bolji uvid u procese starenja mozga kod ljudi.
1.1.2. Starenje i restrikcija hrane
Restrikcija hrane (DR, eng. dietary restriction) je ne-' #(
/    #  #   ('4   /
vinske mušice, nematode, ribe, miševe, pacove i pse (Weindruch i Walford, 1988; Masoro, 
=	 %(/ ;## / Caenorhabditis elegans i vinske mušice) predstavljaju 
#' ( '(   (4( (a +* #  4
svojoj jednostavnosti i relativno kratkom životnom ciklusu (Fontana i saradnici, 2010; Kenyon, 
=	 3( ( (  $
       
(3 4 '(     	 ' '    (4(
preko kojih deluje restrikcija hrane glodari smatraju mnogo pogodnijim model sistemom. Za 
glodare je pokazano da redukcija u unosu kalorija od 30–(  # (
životnim fazama, dovodi do proporcionalnog produžavanja maksimalnog životnog veka 
(Weindruch  $ H  =	 &   /( #  (
adultnom dobu (sa 12 meseci starosti) maksimalni životni vek se produži za svega 10–20% 
(Weindruch i Walford, 1982). Do sada, miševi i pacovi su jedini sisari za koje je nedvosmisleno
#  /  4  #4   #  # 
maksimalne dužine života, kao i do usporavanja starosno-zavisnih fizioloških i strukturnih 
promena u mnogim tkivima i organima. Pored toga, pokazano je da DR deluje povoljno na 
##'	Q#(#
+* # # #4  4 (   ( /  (

(Longo i Fontana, 2010). Važno je napomenuti da je kancer vo  (  '
odnosno da je uzrok 70– 4  (  4 #(4 	 +*
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3# #44' (# '
uzrok smrti kod glodara (Weindruch i Walfor H 4(}  / H=	 3
pokazano je da se kod miševa na +*  # #' 4   
4((
(##4;7<	
ad libitum) (Guo i sa/=	+*##(4#4
 ;/4  $ H  =	 3(  (
   
dugotrajnoj DR usporeno je npr. zarastanje rana (Reed i saradnici, 1996). Pored toga, kod miševa
koji rastu u kontrolisanim uslovima bez prisustva patogena, (4#
podložnost bakterijskim i virusnim infekcijama, iako je pokazano da DR odlaže pad u nekim od 
funkcija imunskog sistema koji se javlja sa starenjem (Kristan, 2008). 
Neuroprotektivno dejstvo DR ogleda se u smanjenju stepena neurodegeneracije, 
patološkog taloženja proteina, kao i pospešenoj neurogenezi u animalnim modelima 
Alchajmerove, Parkinsonove i Hantingtonove bolesti (Cohen i saradnici, 2009; Mattson, 2005).
Putevi signala preko insulinu-4 (  #/4 regulatora koje DR indukuje 
(
  $4 $ 4 (  
#4 # 
# # '4 #( ;  / 2006 ( 
saradnici, 2015). '    # $/ #(   
Morris-ovom vodenom lavirintu na miševima ili pacovima, pokazale su da DR donekle štiti ovu 
funkciju od pada koji se javlja sa starenjem (Bellush i saradnici, 1996; Adams i saradnici, 2008). 
To je posebno bilo izraženo nakon primene intermitentnog gladovanja (IF, eng. intermittent 
fasting), koje podrazumeva unos hrane svaki drugi dan (Martin i saradnici, 2006). DR pokazuje 
anti-konvulzivne efekte u nekoliko modela epilepsije i smanjuje trajanje i težinu napada (Azarbar 
/H=	'#4#(#
4(
indukovane neurodegeneracije nakon DR u trajanju od 2-4 meseca (Bruce-Keller i saradnici, 
H=	+*(##(
/(
44
(4 #(   #/ #( '( ;"  / =	
(  #( '  4  (4 #  3 
velikoj meri ublaženi u sinaptozomima pacova na DR (Guo i saradnici, 2000). Treba napomenuti 
da postoje i studije u kojima se tvrdi da DR može poremetiti kognitivne funkcije (Green i 
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/H=	3#  +*#'broja sinapsi do 
kog dolazi sa starenjem u CA3 regionu hipokampusa (Adams i saradnici, 2010). 
Ukoliko se uzme u obzir broj vrsta koje pozitivno odgovaraju na DR, postavlja se pitanje 
primenljivosti takve intervencije na ne-humane primate, kao i na ljudsku populaciju. Dve studije 
na primatima koje istražuju da li DR ima pozitivne efekte na dužinu životnog veka kod makaki 
((   #  (Mattison i saradnici, 2012; Colman i saradnici, 2014), 
(
uvek daleko od definitivnog odgovora. 
1.1.3. Mehanizam dejstva restrikcije hrane
Prvu studiju efekta DR na životni vek objavio je još 1935 McCay sa saradnicima (McCay 
 / H=	   #   #     ('(
mehanizmima preko kojih deluje DR. Rane hipoteze objašnjavale su efekte DR preko 
usporavanja rasta i razvoja (McCay i saradnici, 1975) ili snižavanja stope metabolizma kod 
+*;)H=	3(('#otinje na 
+*(metaboli od onih hranjenih ad libitum (Masoro, 1998; Speakman i 
saradnici, 2004; Speakman i saradnici, 2003). 
($(+*(4ci4

i grupisane su u, sa jedne strane, teorije koje razmatraju efekte DR na pre-sintetskom nivou i 
teoriju hormeze koja smatra da je za ispoljavanje efekta DR potrebna aktivna sinteza novih 
molekula. U prvu grupu teorija spadaju teorije koje ostvarivanje efekata DR objašnjavaju 
   (   4 #( ( (4 ' ;%'  ((
H= (  4 4  ;%   = #
#  ;  / = # -zavisnog smanjenja 
procesa autofagije ;+ *  /    +/ = #
osetljivosti na insulin i održavanje niskih nivoa glukoze u krvi (Kalant i saradnici, 1988; Masoro, 
1992) ili pak, uopšteno, promene u funciji endokrinog sistema. Poznato je, naime, da DR menja 
44((Sabatino i saradnici, 1991; Wan i saradnici, 
2003; Mager i saradnici, 2006)	( 4(
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imaju važnu ulogu u koordinisanju odgovora na DR, ali i dalje nije jasno da li je ovaj mehanizam 
osnova efekata DR.
Hipoteza hormeze i puteva odgovora na stres se, umesto na pasivnim mehanizmima koji 
važe za prethodno navedene teorije, zasniva na aktivnom odbrambenom odgovoru organizma. 
   #  4#  +* # 
  (' 
koji kontinuirano pomaže u odbrani od uzroka koji dovode do starenja (Anderson i saradnici, 
 *    / =	  /ama je naime poznata pozitivna 
/(3'#'
(
takvog shvatanja mehanizma DR. Stoga, termin “hormeza” se odnosi na povoljne karakteristike 
koje se javljaju kao rezultat odgovora organizma na umeren stres (Calabrese, 2004; Calabrese i 
/H=	6#4(#3
H	 +*   ' #  # '    
nedostatak nutrijenata.
2. 7##(	
3. Isti putevi regulišu metabolizam glukoze, lipida  #     #
#(#	
4. Navedeni putevi su pod kon(' ( ''
odgovor na nivou organizma. 
Navedena teorija je i proširena shvatanjem da organizmi mogu da osete hemijske medijatore 
stresa  # od drugih vrsta i da ih iskoriste da aktiviraju svoje odbrambene mehanizme 
kako bi se pripremili na štetne uslove. Tako proširena je nazvana hipotezom ksenohormeze 
(Howitz i saradnici, 2003; Lamming i saradnici, 2004). 
Ono što hipotezu hormeze izdvaja od ostalih hipoteza koje nude objašnjenja dejstva DR je 
/('$#+*#
  +*  44 #4   #   #  
'( (   # '    (   
'#+*'(	
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1.2. Hipotalamo-hipofizno-adrenalna osa
Uticaji životne sredine koji se zavisno od percepcije manifestuju bilo kao negativni
('i) ili pozitivni ;##'3= vaju spektar fizioloških promena koje se 
(' (  # ' '(	 Najvažniji sistem kontrole intenziteta i 
svrsishodnosti adaptivnog odgovora organizma zasniva se na interakciji struktura koje ulaze u 
sastav hipotalamo-hipofizno-adrenalne (HHA) ose. HHA osa se aktivira pod delovanjem
spoljašnjih il 
4 /     oblasti najvišeg nivoa nervne kontrole 
prepoznati kao (' pretnja homeostazi. Regioni koji kontrolišu aktivaciju HHA ose 
obuhvataju amigdale, prefrontalni korteks i hipokampus. Posredstvom ekscitatornih projekcija, 
ovi regioni aktiviraju neurone paraventrikularnog jedra hipotalamusa (PVN)  3
kortikotropin-34( ;*6 eng. corticotropin-releasing hormone). On stimuliše 
predn  4#$  3 pro-#( ( ( 
adrenokortikotropni hormon (ACTH, eng. adrenocorticotropic hormone). ACTH dalje stimuliše
koru nadbubrežne žlezde, koj 3 glukokortikoidne hormone kao efektorne molekule 
HHA ose. Ovi hormoni potom ispoljavaju svoje efekte, kako centralno tako i na periferiji, 
(3 ', (
 '  #  4 / #/ ##
# $/	((''(#
 '  oniti od 
 #   4 '  ' (   '(  
homeostaze (Munck i saradnici, 1984). Glukokortikoidi, kortizol kod ljudi i kortikosteron kod 
pacova, su dakle glavni steroidni hormoni koji regulišu metabol(ske
procese, kao i ponašanje (Charmandari i saradnici, 2005; Sapolsky i saradnici, 2000). Biološki 
$ '   # (3(   #( /
HHA ose može imati i patološku ulogu (Munck i saradnici, 1984; McEwen i Stellar, 1993).
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1.2.1. Regulacija hipotalamo-hipofizno-adrenalne ose
Q( $
  667  # / (    
3 (  (' # #4' $/g tonusa organizma. 
) 4(          (  ( ( 
# $ ;$ =	 ' $
/' ('
4/ ('  #$ 3( getskih potreba organizama sa solarnim 
(( ;'  / =	 3(  '    #
aktivacije HHA ose sa ciljem da se održi homeostaza u novonastalim uslovima. Aktivacija HHA 
ose je stogo kontrolisan proces, sa brojnim negativnim povratnim petljama koje imaju za cilj da 
# #( / (	 " 4(  3 #
('##'$/
((667(#
4  3 ;7 H 4 H=  ( '   
aktivacije ose (Keller-+(H=	'*676'/
667  '( #( #'(	 ( '    667 
vezivanjem za glukokortikoidni receptor (GR) u regionima mozga koji odgovaraju na stres (Reul 
i de Kloet, 1986). Nakon aktiviranja hormonom, GR se kao transkripcioni regulator vezuje za 
elemente koji odgovaraju na glukokortikoide (GRE, eng. glucocorticoid response element) u 
promotorima ciljnih gena ili pak, interaguje sa drugim transkipcionim regulatorima (
moduliše gensku ekspresiju (Bamberger i saradnici, 1996; Keller-Wood i Dallman, 1984). GR
pokazuje nanomolarni afinitet prema glukokortikoidima koji okupiraju ove receptore u 
#( # /     '   ;*   Kloet, 1985). 
"(3(('
/#(
receptor (MR), sa višim, subnanomolarnim afinitetom, tokom perioda bazalne sekrecije ovih 
steroidnih hormona (Reul i de Kloet, 1985; Reul i de Kloet, 1986). Smatra se da je, usled 
4afiniteta ovih receptora prema glukokortikoidima, MR zadužen za regulaciju bazalnog 
667"*'/'##'';
Kloet i saradnici, 1998; Dallman i saradnici, 1989; Ratka i saradnici, 1989). GR je široko 
#((''' #/(/(''/
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sekrecije glukokortikoida još uvek nedovoljno definisana. 3(  '(' (
 '  inhibiciji HHA ose. Prvi podrazumeva neurone PVN za koje je pokazano da 
visoko eksprimiraju GR	   3   #( ' (
neuronalnu aktivnost u PVN i hipersekreciju ACTH do koje dolazi nakon adrenalektomije 
(Sawchenko,1987; Kovacs i Makara, 1988; Kovacs i saradnici, 2000; Watts, 2005). Drugo 
 ( #' 4'   667   4#(#	 6#(#
eksprimira visoke nivoe i GR-a i MR-a, a infuzija kortikosteroida u ovu strukturu smanjuje i 
bazalni nivo glukokortikoida  3 '  ( ;/ 
#HH+/H/}=	34#(#('
u terminaciji odgovora HHA ose na stres (Jacobson i Sapolsky, 1991; Herman i saradnici, 2005). 
Stimulacija neurona hipokampusa smanjuje neuronalnu aktivnost u PVN i inhibira sekreciju 
';*/H=	<4#(##'
'  /
4 ' ;)'' H61; Sapolsky i saradnici, 1991), 
# # *6 ;6(  / H=  #' 3 76 
kortikosterona u odgovoru na stres (Sapolsky i saradnici, 1984; Herman i saradnici, 1995).
Regulatorni uticaj hipokampusa na HHA osu je pos
(#(#(
'#/$;6(/=	
Prefrontalni korteks je još jedna od moždanih struktura koja je bitna za regulaciju 
aktivnosti HHA ose. Prefrontalni korteks može posredovati u negativnoj povratnoj sprezi HHA 
ose koja se ostvaruje posredstvom glukokortikoida, jer eksprimira visok nivo GR-a (Ahima i 
Harlan, 1990). Neuroni medijalnog prefrontalnog korteksa se aktiviraju nakon izlaganja akutnom 
 4(  ;W  / H95; Jedema i saradnici, 1999). Bilateralna lezija 
' /''  #('  #  76  '
glukokortikoida na stres (Figueiredo i saradnici, 2003), što ukazuje na inhibitorni uticaj 
prefrontalnog korteksa na HHA osu. 3 $ '( #$
korteks smanjuje nivoe ACTH i kortikosterona u odgovoru na stres imobilizacije (Diorio i 
saradnici, 1993; Akana i saradnici, 2001). Iako se korteks ne odlikuje visokom nivoima MR, neki 
procesi mogu indukovati njegovu ekspresiju. Pokazano je da se u uslovima hipoksije ili
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hipoglikemije u neokorteksu indukuje ekspresija ovog receptora, i da taj proces ima 
neuroprotektivnu ulogu (Lai i saradnici, 2007; Macleod i saradnici, 2003).
1.2.2. Mehanizam dejstva glukokortikoida 
) 
    '  
 ' (  
  #$( 4 /# "*  *	 Poput drugih nuklearnih receptora, 
"* #   ( Q-(  ( ;QTD, eng. N-
terminal transactivation domain=+Q)(;+%+eng. DNA-binding domain) i C-
( '  ( ;<%+ eng. ligand-binding domain) (Oakley i Cidlowski, 
2011). Humani GR (hGR) je produkt jednog gena (NR3C1, hromozom 5q31.3) i sadrži devet 
egzona. Na iRNK nivou postoji pet $/ 4  4 alternativnom
obradom, GR-, GR-J, GR- , GR-A, i GR-P (Oakley i Cidlowski, 2011; Beck i saradnici, 2009). 
W
 ' 4 $(  (  a najviše je opisana za GR- i J izoforme 
(Oakley i Cidlowski, 2013). GR- (777 aminokiselina (ak), molekulske mase 94 kDa) i GR-J
;+=#'#'(/#(((
egzonu 9. Time je 50 ak C-teminusa "*(4('(/(H"*J
; } H=	)#/34(' $("*J ;  /
H=$("*JH'(/#(
egzonu (Ju i saradnici, 2009). Alternativna mesta inicijacije translacije dalje usložnjavaju
raznovrsnost GR- $(((4#(Q-terminalnim 
domenom (GR-A, GR-B, GR-C1, GR-C2, GR-C3, GR-D1, GR-D2 i GR-D3) (Slika 
1). 
U odsustvu liganda, GR- je smešten u citoplazmi, a nakon vezivanja liganda translocira 
se u jedro. Nasuprot tome, GR-J je uvek smešten u jedru, gde deluje kao dominantno-negativan 
inhibitor GR- (Nicolaides i saradnici, 2010). Bez obzira što GR-J ne vezuje ni endogene ni 
sintetske ligande, pokazano je da ima regulatornu ulogu koju ostvaruje pozitivno ili negativno 
(
 #/ '  '    ##  (  '
 "*-
(Taniguchi i saradnici, 2010). GR- se u citoplazmi nalazi u sastavu proteinskog kompleksa koji
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	')	""	"	&&	"&		"		*"+	,"+	*/	;-< sa 
=	-terminalnim domenom i post-translacione modifikacije GR-< (modifikovano iz Oakley i 
Cidlowsky, 2013)
 # #' 
 ;6# '	 heat-shock protein) Hsp90, Hsp70, Hsp56 ili 
Hsp40, kao i košaperonski proteini p23 i p60, Src kinaze, i imunofilini poput FKBP51 i 52 
(FKBP, eng. FK506 binding protein) (Kleiman i Tuckermann, 2007; Nicolaides i saradnici, 
2010; Stahn i saradnici, 2007). Šaperonski proteini prekrivaju sekvence za jedarnu lokalizaciju 
/#  ( # #   #  '	  ' 
receptor u konformacionoj formi koja je optimalna za vezivanje liganda i njegovu translokaciju u 
jedro (Pratt i saradnici, 1997). Stoga su Hsp90 i ostali šaperoni verovatno povezani sa 
smanjenom funkcijom GR-a koja je pokazana u starenju i stresom uzrokovanim 
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#4(#((;#4aradnici, 2002; Raison i saradnici, 2003). 3
  #   ($ W)% ' (  3 '
#/$ '   "*- ;$  / =	 &# / da dele 
'/(4/W)%HW)%
    #  $/ 	 W)%  $$
  (
H 
 #'  Hsp90 (Miyata i saradnici, 1997). FKBP51 ne 
poseduje  ( $$/ 
 (   /   (# 

zastupljen od FKBP52 u receptorskim kompleksima (Nair i saradnici, 1997; Banerjee i saradnici,
2008). Za razliku od FKBP52 koji je pozitivan regulator GR funkcije  #a afinitet 
receptora za vezivanje hormona (Riggs i saradnici, 2003), FKBP51 pokazuje opšti efekat 
( #/  /#  /#  /#(  (
njegov afinitet za vezivanje hormona (Davies i saradnici, 2002; Reynolds i saradnici, 1999; 
Davies i saradnici, 2005) (Slika 2)	   ##  /# '  
imunofilina na vezivanje horm  "* #  kojim se može regulisati lokalni 
'///
4 glukokortikoida.
Slika 2. Model hormonalne aktivacije glukokortikoidnog receptora. Prva posledica vezivanja hormona za 
receptor u citoplazmi je zamena imunofilina FKBP51 sa FKBP52, a nakon toga sledi premeštanje receptorskog 
kompleksa u jedro (modifikovano iz Davies i saradnici, 2002)
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Receptor sa vezanim ligandom moduliše ekspresiju gena kroz mnogostruke genomske i 
ne-genomske mehanizme.
Genomski mehanizmi
Vezivanje jednog molekula glukokortikoida za receptor dovodi do konformacione 
promene koja re 3( 
#  (( /  3
 /	 )  3   /#     z +Q) 
 (  #/ (3 #(  "* / 4 
promotorima ili #( ekspresije gena koji odgovaraju na glukokortikoide (McNally i 
saradnici, 2000; Voss i saradnici, 2011). GRE sekvence pokazuju veliku raznolikost, ali se mogu 
#'#(##tavni negativni 
GRE (nGRE) (Slika 3). Jednostavni pozitivni GRE predstavljaju nesavršene palindromske 
sekvence sastavljene od invertovanih heksamera razdvojenih sa tri bazna para. Svaki heksamer 
predstavlja mesto vezivanja jednog monomera iz receptorskog homodimera. Nazvani su 
pozitivnim sekvencama jer vezivanje homodimera za ovakve GRE sekvence stimuliše gensku 
ekspresiju (proces transaktivacije) preko dekondenzacije 4( (   ('
vezivanje ko-aktivatora. Q    ' # #4 4 '4
puteva (npr. IXB (eng. inhibitory :B;), MPK-1 (eng. mitogen-activated protein kinase 1), IL-10
(interleukin-10), aneksina A1 (eng. annexin A1), GILZ (eng. glucocorticoid-induced leucine 
zipper) i SOCS (eng. suppressor of cytokine signaling) proteina) (Abraham i saradnici, 2006; 
Bhattacharyya i saradnici, 2011; D’Adamio i saradnici, 1997; Zhao i saradnici, 2006). 
Kompozitni GRE su himerne sekvence koje prepoznaju GR vezan za drugi transkripcioni 
'"*4(	"*(("*(
izdvajaju od ostalih GRE tipova. Oni vezuju druge komplekse transkripcionih regulatora, koji 
mogu da regrutuju GR preko protein-# /   (   "*   
DNK.  (#  # "* ('     / 
transrepresije, što zavisi od transkripcionih regulatora koji su u kompleksu sa GR-om. Na primer, 
# "*   "* (( # #/ gena koji odgovaraju na 
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transkripcione regulatore STAT3 i STAT5 (STAT, eng. signal transducer and activator of 
transcription), CREB (eng. cAMP responsive element binding protein) i C/EBP- (eng. 
CCAAT/enhancer binding protein), a inhibira aktivnost transkripcionih regulatora NFXB (eng. 
nuclear factor-kappa B), AP-1 (eng. activator protein 1) i IRF3 (eng. interferon regulatory 
factor 3) (Beck i saradnici, 2009; Oakley i Cidlowski, 2011; De Bosscher i saradnici, 2010). 
¢ # ' "* #   #    ##  4
prepoznaju GR homodimeri (Surjit i saradnici, 2011). 
Slika 3. Mehanizam dejstva glukokortikoida. GR smešten u citoplazmi nakon vezivanja hormona prolazi kroz 
konformacionu promenu, hiperfosforiliše se i premešta u jedro, gde ispoljava genomska dejstva. "*3
ne-genomskim mehanizmima (modifikovano iz Kadmiel i Cidlowski, 2013)
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Nasuprot pozitivnim GRE, nGRE direktno reprimira transkripciju preko regrutovanja 
transrepresora NCoR (eng. nuclear receptor co-repressor) i SMRT (eng. silencing mediator of 
retinoid and thyroid hormone receptors). nGRE su lokalizovani u mnogim genima koji su 
regulisani transkripcionim regulatorima NFXB i AP-1, a koji kodiraju proteine imunskog 
odgovora i inflamatorne medijatore. Najzad, preko takvog mehanizma glukokortikoidi smanjuju 
ekspresiju sopstvenih negativnih regulatora, poput HES1 (eng. hairy and enhancer of split-1), i 
time osiguravaju odgova #(  ' #   #
glukokortikoidima (Revollo i saradnici, 2013). 
Ne-genomski mehanizmi
 '(4 $ "*    (  ' 3  
#/ ' #( 4 -genomskih mehanizama. Ovi mehanizmi ne 
zahtevaju de novo sintezu proteina, odnosno posreduju u brzim efektima glukokortikoida. Ne-
'( (4(  *Q) / (#/  -aktivatore (na primer
CBP (eng. CREB-binding protein), p300 i GRIP 1 (eng. glucocorticoid receptor-interacting 
protein 1), i interferiranje sa vezivanjem transkripcionih faktora sa DNK (Almawi i 
Melemedjian, 2002; Barnes, 2010; Flammer i Rogatsky, 2011; Reily i saradnici, 2006£3-
/H)zir i saradnici, 1979). 3##'#
GR-  
  "* '3    (4 (( ('  '

transkripcionu aktivnost, ali su mehanizmi kojima to ostvaruju još uvek slabo istraženi
(Moutsatsou i saradnici, 2001; Strehl i saradnici, 2011; Groeneweg i saradnici, 2012; Vernocchi i
saradnici, 2013). Mada još uvek nema definitivnog dokaza, smatra se da membranski GR može 
  /#( $( #    # tivnog 
promotora, alternativne obrade ili postranslacionih modifikacija (Bartholome i saradnici, 2004). 
Dodatni ne-genomski mehanizmi delovanja GR-  ( '(  
interakcije sa proteinima u membrani (na primer sa jonskim kanalima, GPCR (eng. G protein 
coupled receptor) ili TCR (eng. T-cell receptor) kompleksima i citoplazmatskim proteinima 
(MAPK (eng. mitogen-activated protein kinases) kinazama $$#(=(
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 #/regulatore avisi od promena u ovim proteinima (Stahn i 
Buttgereit, 2008; Stahn i saradnici, 2007; Löwenberg i saradnici, 2007).
1.2.3. Post-translacione modifikacije GR-a
Svaka od GR izoformi podleže post-translacionim modifikacijama koje nadalje modulišu 
aktivnos/##
#$/4$(/#4#
signalnom putu glukokortikoida (Slika H=	W$/"*##

kovalentna modifikacija (Beck i saradnici, 2009; Galliher-Beckley i Cidlowski, 2009; Kumar i 
Calhoun, 2008). Najmanje šest serinskih ostataka humanog GR- može biti fosforilisano (Ser113,
Ser141, Ser203, Ser211, Ser226 i Ser404=((
 #/	
Receptor je fosforilisan i u bazalnim uslovima, ali nakon vezivanja liganda postaje 
hiperfosforilisan (Avenant i saradnici, 2010; Wang i saradnici, 2002). Glavne kinaze koje 
 $$/"*-a su MAPK, CDK (eng. cyclin-dependent kinases) i GSK-3 (eng. 
glycogen synthase kinase-3). Fosforilacija GR ('#/
 #/$';Webster i saradnici, 1997). Pri tome, pokazano je da fosforilacija na 
Ser211 (kojoj odgovara fosforilacija Ser232 kod pacova) koreliše sa funkcionalnom formom 
receptora, dok fosforilacija na Ser226 remeti kapacitet receptora da prenese signale (Wang i
saradnici, 2002; Blind i Garabedian, 2008; Chen i saradnici, 2008=	 3 ' 
deficijencija u fosforilaciji na Ser211 može biti mehanizam razvoja rezistencije na
glukokortikoide (Miller i saradnici, 2007; Miller i saradnici, 2005). Fosforilacija Ser211 3
3(34 uticaja GR i ostalih signalnih puteva. Na primer, tretman 
'( # # $$  ;eng. protein phosphatase 5) koja dovodi do 
defosforilacije na Ser211 (4"*- na nekoliko ciljnih gena (Zhang i
saradnici, 2009). Fosforilacija na Ser404, koja je zavisna od glukokortikoida, remeti i aktivaciju i 
represiju ciljnih gena (Galliher-Beckley saradnici, 2008). Fosforilacija na Ser211 #
interakciju GR sa ko-aktivatorom MED14 (eng. mediator of RNA polymerase II transcription 
subunit 14) (Chen i saradnici, 2008), dok fosforilacija na Ser404 ('/-
aktivatorom p300/CBP i p65 subjedinicom transkripcionog regulatora NFXB (eng. nuclear factor 
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kappa B) (Galliher-%/  / = 
 
  $  
fosforilacije na aktivnost receptora.
Pored promena u transkripcionoj aktivnosti, fosforilacija menja i neke druge osobine 
/##glukokortikoidnih signala. Na primer, fosforilacija GR 
 /# (
 ' #	 TSG101 (eng. tumor susceptibility gene 101)
protein preferencijalno interaguje sa nefosforilisanom formom GR i time štiti receptor koji 
nema za sebe vezan ligand od degradacije u proteazomima (Ismaili i saradnici, 2005). Nasuprot 
( $$/ /#  '  ' # ' '/ ; 
saradnici, 1=	W$/3//#	"* koji je 
fosforilisan na Ser203 je smešten u citoplazmi, i u skladu sa tim, pokazuje slabo vezivanje za 
regulatorne sekvence ciljnih gena ;'/=	3(jen signalni kapacitet 
GR fosforilisanog na Ser226 ili Ser404 ( (  #/ #' #
receptora sa ovim modifikacijama iz jedra u citoplazmu (Galliher-Beckley i saradnici, 2008; Itoh 
i saradnici, 2002).
GR podleže i brojnim drugim post-translacionim modifikacijama. Ubikvitinacija 
/#     ( ( /(  (  /# 
ciljni molekul za degradaciju u proteazomima (Deroo i saradnici, 2002; Wallace i Cidlowski, 
2001). Mutacije u ( ( /( # (  "*  #
njegovu transkripcionu aktivnost (Wallace i Cidlowski, 2001). GR  3  # 
sumoilaciju, kojom se SUMO (eng. small ubiquitin-related modifier) peptidi kovalentno vezuju 
za re/#  #/$( ( /( ;<277, Lys293 i Lys703). Ova modifikacija 
'//#4'#/#
interakcije sa ko-represorima (Davies i saradnici, 2008; Holmstrom i saradnici, 2008; Le Drean i 
/ /=	 '*"*'-regulatorne 
(#  #/ (/   #(' (    4
osobine (Meijer i saradnici, 2006; Tirard i saradnici, 2007). Pokazano je da se GR acetiluje na 
Lys494 i Lys495 u odgovoru na glukokortikoide, kao i da ova modifikacija remeti antagonizam 
GR-a i NFXB (Ito i saradnici, 2006). Mnogobrojni aspekti GR funkcije se mogu regulisati 
( #-translaci( ($/( (   ('  
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heterogenosti u kontroli efekata glukokortikoida i integrisanja delovanja GR sa ostalim 
signalnim putevima. 
1.2.4. Regulacija dostupnosti glukokortikoida u mozgu
Kao visoko lipofilni molekuli, i endogeni glukokortikoidi i njihovi egzogeni derivati, 
lako difunduju kroz krvno-(       #   /(
((;Q=	3(
#44((
zavisnosti od tri ($-'
(CBG; eng. corticosteroid-binding globulin); preuzimanja od strane pumpi za izbacivanje 
smeštenih na krvno-moždanoj barijeri i lokalne enzimske obrade  (. Endogeni 
glukokortikoidi se transportuju kroz cirkulaciju vezani za transportne proteine plazme kao što su 
(%"	%"/
4'4((
vezan za albumin. Ovako vezani hormon je neaktivan. Smatra se da je (  /
4
glukokortikoida slobodno i time aktivno (De Kloet i saradnici, 1998; Henley i saradnici, 2011). 
Sintetski analozi glukokortikoida se efikasno izbacuju kroz krvno-moždanu barijeru putem tzv. 
MDR (eng. multidrug resistance) transportera ((
;}/HH=	+#(4(##('
(  4(  3 '   (  ((
interkonverzijom bioaktivnih i inertnih formi 11J-hidroksisteroid dehidrogenazama (11J-HSD). 
Postoje dve forme ovog enzima, 11J-HSD1, koja katalizuje generisanje aktivne forme hormona 
iz neaktivnih keto-derivata, i 11J-HSD2 koja katalizuje reakciju u suprotnom smeru. Keto-
derivati se ne vezuju za proteine plazme i ne spadaju u vrste koje se izbacuju pumpama kroz 
krvno-moždanu barijeru. Stoga keto-forma hormona lakše ulazi u CNS od bioaktivne forme. 
11J-6+H
# ( '(( $(HHJ-
6+#( $((' ( ' /
krvnog pritiska i unosa soli (De Kloet i saradnici, 1998; Wyrwoll i saradnici, 2011; Gottfried-
Blackmore i saradnici, 2010). 11J-6+H    ' #ve glukokortikoida, 

4
#((#$('4(	
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1.3. Glukokortikoidi i starenje mozga 
Pokazano je da sa starenjem raste koncentracija kortikosterona u plazmi kod životinja i 
ljudi (Meaney i saradnici, 1995; Sabatino i saradnici, 1991; Patel i Finch, 2002, Yau i saradnici, 
1995; Lupien i saradnici, 1998), a štetni efekti farmakoloških doza glukokortikoida na 
hipokampalne neurone su opisani i kod glodara i kod primata (Sapolsky i saradnici, 1990). Na 
osnovu toga, Sapolsky i saradinici (Sapolsky, 1992; Sapolsky i saradnici, 1986) su predložili 
kaskadnu glukokortikoidnu hipotezu starenja, po kojoj usled štetnih efekata koje izazivaju ovi 
hormoni dolazi do smrti hipokampalnih neurona sa starenjem. Hipokampus je posebno osetljiv 

4(''oidi zbog visoke zastupljenosti oba 
#'4 /#	 '   '/667
'(#(#'(#
(''
#  4(;# H992, Sapolsky i saradnici, 1986). 3( ('
stereološke studije nisu detektovale gubitak neurona u hipokampusu miševa, pacova, majmuna ni 
ljudi tokom starenja (Leverenz i saradnici, 1999; Rapp i Gallagher, 1996; Rasmussen i saradnici, 
1996; West i sar/ H=	 3 
( #(   '
  4#(# #(  4 #( 4  '
(Leverenz i saradnici, 1999). Pokazano je zapravo da atrofija hipokampusa, gubitak sinapsi i 
smanjena neurogeneza više korelišu sa funkcionalnim promenama tokom starenja, nego sam 
gubitak neurona (Lemaire i saradnici, 2000; Lupien i saradnici, 1998; McEwen, 2000; Smith i 
/ =	 ' # # ' (  (  de 
#//'#4(#(/#'
hormone. Pokazano je da sa starenjem u korteksu i hipokampusu miševa raste nivo enzima 11J-
6+H 
   #(  '( $/( ;6(  aradnici, 2010). Kod 
4('((#/(#'('
$/;/H=	''##'667
smanjuje sa starenjem verovatno usled toga što dolazi do smanjenja nivoa GR receptora 
/#
3#(/
4';Landfield i Eldridge, 
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1989; Masoro, 2007=	   667  (    
4 4
nivoa glukokortikoida kod ljudi i  #'   #'  
' 
'      4  ;Q/4 H W  /
1995; Wilkinson i saradnici, 2001). Smanjenje nivoa hipokampalnih receptora tokom starenja bi 
dovelo do toga da hipokampus postane manje osetljiv na delovanje glukokortikoida nego što se 
zahteva za održavanje homeostaze. Poznato je da i u nervnom sistemu, kao i svim drugim, efekti 
glukokortikoida variraju od permisivnih do supresivnih (Sapolsky i saradnici, 2000). Smanjeni 
'  ' (   ('    #( 4(
#   #'3 # $/  # #( (
reakciju organizma (Nichols, 1998; Sapolsky i saradnici, 2000). Smanjeni nivo ekspresije GR 
receptora izazvan glukokortikoidima je pokazan u starenju (Issa i saradnici, 1990; Lupien i 
saradnici, 1998; Bizon i saradnici, 2001), ali ne u svim studijama (Yau i saradnici, 1994; Meijer i 
saradnici, 2005; Wang i saradnici, 2013). Pored toga, pokazano je da starenje smanjuje vezivanje 
liganda za GR, translokaciju u jedro i sposobnost receptora da se veže za DNK (Hassan i 
saradnici, 1999; Murphy i saradnici, 2002; Mizoguchi i saradnici, 2009; Lee i saradnici, 2012). 
Kod životinja k('((#/((#"*-a ili farmakološki 
  /# #  #(  (     
(#  / H   / H=	 ' ('     da 
starenje mozga karakteriše smanjeni prenos glukokortikoidnog signala. 

 kojim bi smanjen odgovor na glukokortikoide mogao da doprinese 
#/'/#''((	#"W7-a
(eng. glial fibrillary acidic protein) u astrocitima predstavlja biološki marker procesa starenja, sa 
intenzivnim porastom ekspresije kod ljudi preko 65 godina starosti (David i saradnici, 1997; 
Q/4 H=	  # *Q)  "W7  #  nekoliko regiona mozga 
tokom starenja i kod glodara (Nichols i saradnici, 1993; Morgan i saradnici, 1999). Studije 
'#'(
#/#"W7'
se ekspresija u mozgu menja sa starenjem (Goyns i saradnici, 1998; Lee i saradnici, 2000). 
3##'''''(;<#'
 / H=	 ' ( '  ' (   #
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ekspresije GFAP gena tokom starenja. Smatra se da su promene u odgovoru na glukokortikoide 
  # #((    ekspresiju gena na transkripcionom nivou. 
Q### GFAP vrati na bazalni nivo može dovesti do produžene 
aktivacije '4 '#-astrocitnih interakcija (Nichols, 
H=	 4 # /4   #( #( /
/ (   4 $  (  kreciju, što finalno 
može uticati i na kognitivne sposobnosti (Garcia-Segura i saradnici, 1994; Geinisman i saradnici, 
1995). ##("**/#('(#( 
'  / ( (  (' da dovede do gubitka homeostaze tokom 
;)HH=	$/((4/#
4( #(  ((  ' 
   #(
procesu neurodegeneracije (de Klo/H=	'#(/#(
'$
##(#(
(
promeniti funkcije glukokortikoida iz adaptivnih u štetne. Smatra se da kumulativni efekti stresa
 44(#' # 
 $'4#  (
(  $/ #(   #  '(
sposobnostima.
1.4. Glukokortikoidi i restrikcija hrane 
Brojna istraživanja na glodarima su pokazala da je kortikosteron u plazmi životinja na 
/4#;Sabatino i saradnici, 1991; Wan i saradnici, 2003; Mager i saradnici, 
2006). Poznato je da kratkotrajni tretman kortikosteronom smanjuje nivo GFAP-a u korteksu i 
hipo(# ;Q/4  / H ¤'4  / HH=    #
ekspresije iRNK za GFAP u hipokampusu sa starenjem usporeno primenom restrikcije hrane 
(Krekoski i saradnici, 1996; Morgan i saradnici, 1997; Yoshida i saradnici, 1996). Smanjenje 
funkcionalnog GFAP-#;<$//H/
2002), što sugeriše protektivnu ulogu koju DR ostvaruje uticajem na nivo ovog gena. Poznato je 
da neuroinflamatorni procesi doprinose neurodegenerciji (Akiyama i saradnici, 2000), a DR 
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može umanjiti aktivaciju mikroglije tokom starenja preko antiinflamatornog dejstva 
glukokortikoida. Ovo dejstvo se može ostvariti preko direktne interakcije GR-a sa 
transaktivacionim domenom NFXB, transkripcionog regulatora  # #/ '
inflamatornog odgovora (McKay i Cidlowski, 1999). Pored toga, oba navedena transkripciona 
regulatora su redoks-senzitivna. Oksidativni uslovi modifikuju mesta interakcije NFXB sa 
#/$(((+Q)#/"*
(Okamoto i saradnici, 1999). Sa starenjem eksponencijalno rastu markeri oksidativnog stresa, a 
DR deluje u pravcu njihovog smanjenja (Dubey i saradnici, 1996; Sohal i Weindruch, 1996), na 
'(('+*$/"*-	
Jedina studija koja je pratila ekspresiju GR u mozgu nakon tri meseca restrikcije hrane je 
3  ( ( (  (/ ;<  / =	 &' (
odgovora na str  (4(( # 4 +*   $  3 (
#(#'44(#	
  ( #' '     4' ' 'dima 
dolazi do mnogih morfoloških i molekularnih promena u regionima mozga koji su zaduženi za 
kognitivne sposobnosti. Nakon produženog izlaganja stresu ili oralne primene kortikosterona kod 
glodara dolazi do atrofije dendrita u hipokampusu, posebno u CA3 regionu (Woolley i saradnici, 
1990; Vyas i saradnici, 2002) i remeti se hipokampalna neurogeneza (Brummelte i Galea, 2010). 
3   ( # #     # # 
4#(#   *) (eng. extracellular signal-regulated kinase) kinaze i 
CREB transkripcionog faktora, kao i ekspresija BDNF trofinskog faktora (Gourley i saradnici, 
 <4((4  4 H=	 W/ 4 '
glukokortikoidima remeti sinapt#;/H=#/$(
memorije (Dachir i saradnici, 1993). Uprkos tome, #   4 +* (
#(  # $  4   ( ;/-Smith i saradnici, 
2000; Hori  / H=	    +* ( 
 (  
 (
 #  # # /( # #4
molekula poput BDNF- ;+  /H(  /H= i #(
smanjenja ##4#4(; £3/
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saradnici, 2010). 3 +* #  4( 4  (' (
 
    (   4  ' nt lipidnih raftova, 
 / #  ;(  / H=	 Aktivirani signalni putevi u 
#( završecima ('  #    # # 
#'#(okom starenja (Kim i Yoon, 1998=	3+*
( '  4#(#  #  4   # 4'
preživljavanja (Lee i saradnici, 2000). Literaturni podaci pokazuju da DR može poboljšati 
$/#(;7'dnici, 1991; Ingram i saradnici, 1987; Pitsikas i Algeri, 
1992), koje opadaju sa starenjem. Poznato da u starenju dolazi do deregulacije prenosa signala 
posredovanih GR-om, a do sada nisu ispitivani efekti restrikcije hrane na ekspresiju GR-a i 
signalne puteve glukokortikoida tokom procesa starenja.
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2. Cilj
Dugotrajna restrikcija hrane produžava životni vek i odlaže pojavu mnogih bolesti koje se 
  (	 ¥ (   4 ( #  'ivne 
funkcije tokom starenja, s (     (   #( #ostižu bolje 
4(4'	&('
/ 4#  #( 
  (
kao blagi stresor. Do sada nije ispitivano do kakvih promena u signalnom putu glukokortikoida
dovodi smanjeni unos hrane tokom starenja u mozgu. Centralno polje istraživanja procesa 
starenja neizbežno podrazumeva ispitivanje korteksa i hipokampusa, struktura u mozgu koje su 
'4 $/	'   '/
HHA ose kao važni delovi negativne povratne sprege. 
U skladu sa navedenim, cilj doktorske disertacije je da se ustanove efekti dugotrajne 
restrikcije hrane na signalni put glukokortikoida u korteksu i hipokampusu pacova tokom 
starenja i stoga su #zadaci istraživanja:
H	 &3 //     4#(# #/ ( 
kao i efekata dugotrajne restrikcije hrane na nivo ovog steroidnog hormona; 
	 &3 # HHJ-HSD1, ' (   ((  '

dostupnost kortikosterona za njegove receptore, tokom starenja i pod uticajem dugotrajne 
restrikcije hrane;
	&3#''/ptora tokom starenja i nakon podvrgavanja 
dugotrajnoj restrikciji hrane, kao i stepena njegove fosforilacije na serinskom ostatku 232 
(Ser232=

/##/
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	&3#+)# da fosforiliše glukokortikoidni 
receptor na Ser232, kao i zastupljenost aktivatorskih proteina za ovu kinazu, tokom starenja i pod 
uticajem dugotrajne restrikcije hrane;
	 &3  '' /#  #/' regulatora preko 
merenja nivoa iRNK za sgk-1 '#''(
	 &3 /   ' / 4   ('
receptora, koji zajedno sa glukokortikoidnim receptorom determiniše finalni odgovor na 
glukokortikoidni hormon;
#(#(
glukokortikoidima, pa su stoga postavljeni i dodatni zadaci istraživanja u okviru doktorske 
disertacije:
	 &3 4 #/$  ' (# '' # 
tretman dugotrajnom restrikcijom hrane tokom procesa starenja;
	 *
 ('4 (4( # 4    $  #(
strukturama mozga. 
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3. Materijali i metode
3.1. Eksperimentalne životinje i eksperimentalna procedura
& #(  
 (/ #/     H   (/ 
(   
  ¦
 !	 ¥  ' # -4 u 
kavezu, pod standardnim uslovima (temperatura: 23±2°C; relativna vlažnost vazduha: 60-70%; 
 (H §H(##=	Q##(
3  #  #
 4 #  (( (( 
hrane koje su životinje konzumirale. Nakon toga su eksperimentalne životinje podeljene u dve 
'#	'#ad libitum (AL), je imala slobodan pristup hrani, dok je druga 
'#;+*=#
	(/#'4/
4#((( ' H#''
47<'#	)4+*'#((#'37<
'##(((##otrošnje hrane po životinji. Obe grupe životinja su 
hranjene standardnom briketiranom hranom (45% ugljeni hidrati; 5% masti; 20% proteini). Svi 
#(  (     ' ( %-a (rešenje broj 
62/10). 
Životinje iz obe eksperimentalne grupe su žrtvovane brzom dekapitacijom u trenutku 
 3  	  # H  (/	Q     
životinje stare 6 meseci, koje su predstavljale kontrolnu grupu. 
  / #imerizacije (PCR, eng. polymerase chain reaction) i imunoblot 

;¨'#=	)'('
(korteks) i hipokampus izolovani su iz mozga žrtvovanih životinja na ledu, kako bi se ublažilo 
d #4 (	 #( /   #( 4 
kortikalnog i hipokampalnog tkiva jedne eksperimentalne grupe. Po 100 mg ovako pulovanog 
tkiva svake eksperimentalne grupe je odvojeno za izolaciju RNK, dok je ostatak ostavljen na -80
©/#(	
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 (44(  
  H #/ ; #( '# 
meseci stare AL, 24 meseca stare AL i 24 meseca stare DR životinje; n = 4). Nakon izolacije, 
mozak je fiksiran u 4% paraformaldehidu u 0,1 M fosfatnom puferu, pH 7.4, 24 sata, a potom je 
4 ('4 ;H'(=H$$(#$	
Q4/(43om n-#-«	
##/('¬((;</='43H
$$#$(;=	
#/
na -20°C u o'(;'/'H$$(#$=	
	
				
Koncentracija kortikosterona u ispitivanim moždanim tkivima pacova je merana 
enzimskim imunoesejem velike osetljivosti (Corticosterone EIA, ENZO Life Sciences). Esej 
predstavlja kompetitivni ELISA test (eng. enzyme-linked immunosorbent assay) u kome je 
#
#
(#	&/
pripre(  #' '   '   4  #
ponovljenim vorteksovanjem sa 5 volumena dietil-etra u trajanju od 10 min. Nakon svakog 
koraka ekstrakcije smeša je centrifugirana 15 minuta na 4500g u mikrocentrifugi (Centrifuge 
H* ##$=   ' $  #	 *  # #  
sobnoj temperaturi, i finalni uzorci dobijeni rastvaranjam ekstrahovanog kortikosterona u puferu 
za esej. Standardi, kontrolni uzorci i nepoznati uzorci su n##
dva sata na sobnoj temperaturi sa antitelom za kortikosteron koje je konjugovano sa alkalnom 
$$(	(/#4('##-nitrofenil fosfat. 
Nakon jednog sata inkubacije na sobnoj temperaturi, enzimska reakcija je prekinuta dodavanjem 
( $$  '  #/      ( ;/ +=
#( #$( ; #/( 4( / # W=	
Intenzitet razvijene boje je bio obrnuto proporcionalan koncentraciji kortikosterona u uzorku. 
('(;<"#4(=
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su izražene u ng/g tkiva. Osetljivost eseja je bila 26.99 pg/ml a unutar- (3ske varijacije 
ispod 6%, odnosno 9%.
3.3. RT-PCR u realnom vremenu
7 #(   *Q) 3  (( (' *-PCR u 
realnom vremenu (RQ-PCR, eng. relative quantification polymerase chain reaction=	 
ostalim RT-PCR pristupima, metoda obuhvata najpre korak reverzne transkripcije u kome se 
ukupna iRNK prevodi u cDNK, i potom korak amplifikacije dela cDNK od interesa. Kod RT-
PCR-a u realnom vremenu u svakom ciklusu PCR-a se prati zastupljenost sintetisanog produkta 
što omogu#$/##''	
3.3.1. Izolacija RNK i reverzna transkripcija (RT)
 Ukupna RNK je izolovana iz po 100 mg tkiva korteksa i hipokampusa svih 
eksperimentalnih grupa TRIZOL reagensom (Gibco BRL, Life Technologies), prema protokolu 
#3	 )// *Q)  3 #$(    *Q)
#   H '( '	 ' (/  4((( +Q)
((H¬'#*Q)H&*Q$+Qase I (Fermentas) tokom 30 
minuta na 37ºC. DNaza I je inaktivirana dodavanjem EDTA i inkubacijom 10 minuta na 65ºC, a 
#(  #
 *Q)     	H #( ;+=	 
 #/ 	 /+Q)
 High-Capacity cDNA Archive komercijalni 
#;7##%(=((4((#(#H(
©H(©(©	*/(
#(¬
1x RT pufer, 5.5 mM MgCl2, 0.5 ('	¬4(	&§¬*Qaznog
4H	&§¬MultiScribe #¬'*Q)	
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3.3.2. RQ-PCR
&#'4 *Q)
(/ ;7-on-
Demand Gene Expression Product, Applied Biosystems) (Tabela 1). Kao endogena kontrola 

  '#4    #4 3( /(  #((
(3(#/4(;/=	
Reakciona smeša je sadžavala 1xTaqMan® Universal Master Mix-a sa AmpErase® 
Uracil N-glikozilazom (UNG), 1x Assay Mix MGB probe (eng. minor groove binder probe 
obeležene 6-FAM bojom=  H'*Q)# /+Q)	)
  # ABI Prism 7000 
Sequence Detection System i  #'( (#$/  (  © H ( 
95ºC i 40 ciklusa sa po 15 sekundi na 95ºC i (H((©	Q'3
vrednost eksperimentalnog praga reakcije (eng. threshold), a iz nje tzv. Ct (eng. treshold cycle)
vrednost. 
>?/@'	
2'
2	-L-PCR-a
gen
Kataloški broj eseja za RQ-PCR
(Applied Biosystems)
gfap Rn00566603_m1 
gapdh Rn99999916_s1
   3  #      
   	
Zarad korekcije internih razlika u efikasnosti amplifikacije svaki uzorak je normalizovan u 
#' '	)$/  3-¯¯
metodom (Livak i Schmittgen, 2001), a   ;# ² 	= #(  
upotrebom komjuterskog programa RQ Study Add ON v 1.1. Za efekte starenja i tretmana u obe 
##'
(/
potom, za $'/4#'
kontrola. Rezultati su izraženi kao stepen promene u odnosu na adekvatnu kontrolnu grupu kojoj 
je dodeljena vrednost 1 (srednja vrednost ± standardna greška).
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3.3.3. Semikvantitativni RT-PCR
Semikvantitativnom RT-* (  3  # '   
kontrolnog gena, njihovom paralelnom amplifikacijom u istoj reakcionoj smeši (dupleks PCR). 
)  ' 
  2  Y-aktin geni. PCR reakcija je izvedena u finalnom 
volumenu od 25 μl sa 150 ng cDNA, u reakcionoj smeši koja je sadržala 1.5 mM MgCl2, 0.2 
(QH&³#(;W(=	*/3GeneAmp® PCR System 
9700 aparatu (Applied Biosystems). Sekvence prajmera su prikazane u Tabeli 2. Sve PCR 
/3*/#(##	*#
//(©'H/
koji je podrazumevao: denaturaciju (u trajanju od 15 sekundi na 95ºC), aniling (u trajanju od 30 
sekundi na 58°C) i elongaciju (u trajanju od 30 sekundi na 72ºC), sa finalnom elongacijom na 72°C 
5 min. Q'/©	
>Z/
	'enih u semikvantitativnoj RT-PCR analizi
i dužina produkata reakcije
Gen Sekvence prajmera (5'-3') Dužina PCR 
produkta (bp) 
mr AGCTCTTCTGTTAGCAGCCCGCTG
CTGAAGTGGCATAGCTGAAGGCAT
472
gr
TGCAAACCTCAATAGGTCGACCAG
TAAACTGGGCCCAGTTTCTCTTGC
522
sgk-1
GGTGCCTTGCTGAGTTGGT
GGGCCTTCACTTCTCTTTCC
597
c-fos
GACCGAGATTGCCAATCTAC
GGAAACAAGAAGTCATCAAAGG
296
gapdh
CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT
AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC
306
@-aktin
TGGACATCCGCAAAGACCTGTAC
TCAGGAGGAGCAATGATCTTGA
142
 33
 
PCR produkti su analizirani na 2% agaroznom gelu. Na gelu je analiziran ukupan 
reakcioni volumen od 25 ¬l u koji je dodato 5 ¬l boje (0,4% bromfenol plavo u 50% glicerolu). 
Nakon elektroforeze u 0.1 M TBE puferu produkti su vizuelizovani na Gel Doc sistemu (Gel 
Doc 1000, Bio Rad) i kvantifikovani upotrebom kompjuterskog programa Multi-Analyst/PC 
Software Image Analysis System (Gel Doc 1000, Bio Rad). Dobijene vrednosti signala za 
3'('''
uzorka. Tako dobijene 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3.4.1. 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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Kao p$/#
*7#$;(#6
7.5; 150 mM NaCl; 1% NP-40; 0.5% Na-deoksiholat; 0.1% SDS) u koji je, na 10 ml dodata po 
jedna tableta komercijalno nabavljenog koktela proteaznih inhibitora (Mini Protease Inhibitors 
Coctail, Boehringer M). Tkivo je homogenizovano u 10 zapremina pufera za liziranje 
#/( (  (# #( H	 ( ; =  (  4('
sonifikovan. Homogenat je potom centrifugiran na 20800g, 30 minuta na 4C, a dobijeni 
###(4-80°C 
do upotrebe.
3.4.2. 	!			"	 proteina iz tkiva korteksa
#(   $/ #      #(
komercijalno nabavljenog kompleta (NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents, 
4( /$/= # # #3	 &    #  H 
fosfatnom puferu, pH 7.4, i centrifugirano na 500g, 5 minuta na 4	#
# 4('  '( ( #$  / /#( $/
(CER I). Potom je homogenat snažno vorteksovan i inkubiran na ledu. Nakon dodavanja 
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homogenat je centrifugiran na 16000g 5 minuta. Izdvojeni supernatant predstavljao je 
/#($/#(#-80°C do upotrebe. 
Talog dobijen u prethodnom koraku, koji je sadržao jedra, je resuspendovan u puferu za lizu 
jedara (NER) i vorteksovan po 15 sekundi svakih 10 minuta u ukupnom trajanju od 40 minuta. 
Nakon centrifugiranja na 16000g u trajanju od 10 minuta, izdvojeni supernatant koji je 
pr  $/ #  #   (#    -80°C do 
upotrebe.
 	
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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frakcijama
)//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je metodom po Pierce-#((/'(#;/%77
)//	*/$&7=	(((###3	&/#
H#;¬¬(¶6=#(#H¬'
HH¬62H¬	Q4/«#/
 ( 
( <7  ;%-* <=	    
 
poznate koncentracije g3'((;%7eng. Bovine serum albumin, Sigma). 
3.4.4. Elektroforeza proteina
Elektroforetsko razdvajanje proteina prema molekulskoj težini vršeno je na SDS 

( #(( '( ;+-PAGE) u tzv. diskontinualnom sistemu
;<((H=	'	((($
(
aparatura za elektroforezu (Mini-PROTEAN II Electrophoresis Cell, Bio-Rad Laboratories). Gel 
za razdvajanje je pored akrilamid/bisakrilamida (Sigma) u odnosu 29:1, (finalne koncentracije 8 
 H=   	   #6 	  	H +	 "  /   '
sastava: 5% akrilamid/bisakrilamid (29:1); 0.125 M Tris pH 6.8 i 0.1% SDS. Za polimerizaciju 

l 10% amonijum persulfata (ICN) i 5 l TEMED-a (Serva) na 10 ml rastvora 
akrilamida.
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(#'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	
ispitivane proteine nanošeno je po 20 ili 40 g ukupnih proteina. Kao pufer za nalivanje kor

je 2xLaemmli pufer (31.25 mM Tris pH 6.8; 10% glicerol; 1% SDS; 5% 2-merkaptoetanol; 
0.025% bromfenol plavo) dodat uzorku u odnosu 1:1 (v/v). Uzorci su pre nalivanja dodatno 
denaturisani kuvanjem 5 minuta na 95C. Kao standard za molekulsku težinu ko

marker širokog opesega (10-170 kDa; Fermentas). Elektroforeza se odvijala u puferu za 
elektroforezu standardnog sastava (192 mM glicin; 25 mM Tris pH 8.3; 0.1% SDS) pod 
konstantnim naponom od 120 V, dok boja ne stigne do kraja gela. 
3.4.5. Elektrotransfer proteina
Za prenos proteina sa poliakrilamidnog gela na PVDF membranu (0.45 m, Millipore) 

  ( (  $ ; -Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad 
Laboratories). Gel je najpre ekvilibrisan 15 minuta u puferu za transfer (20% metanol; 192 mM 
glicin; 25 mM Tris pH 8.3), a elektrotransfer proteina je vršen tokom 70 minuta, pod konstantnim 
naponom od 120 V. Po završenom transferu membrane su sušene 2 sata na sobnoj temperaturi da bi 
se fiksirali preneti proteini. Potom su membrane bojene bojom Ponceau-S (1% boja Ponceau-S; 5% 
'/='((#(;	(%
% * H '/    (=  /  e potvrde 
uspešnosti transfera. Membrane su zatim odbojene ispiranjem u destilovanoj vodi i potom osušene 
na sobnoj temperaturi. Do daljeg rada su skladištene na 4ºC.
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3.4.6. #				"!	- imunoblot metoda
Membrane ('(	)'

    (  #4   %7    #$  (
deterdženta Tween-20 (TBST: 20 mM Tris-HCl pH 7.6; 137 mM NaCl; 0.05% Tween 20). 
Primarna antitela su razblažena samo u TBST-	 )
   #( 
; §=  -GR (1:300; P-  =  -pGR (1:500; Cell 
Signaling); kozje anti-HHJ-6+H;HH*·+=-+);HH=
anti-# ;H  =  -FKBP51 (1:1000; Santa Cruz); mišje anti-Hsp90
(1:5000; Santa Cruz); -QWX% ;HH=-J-aktin (1:10000; Sigma) 
i kozje anti-GAPDH (1:1000; Santa Cruz). 
Membrane su inkubirane u rastvoru #('  #   ©  #(
ispirane 5 puta po 5 minuta u TBST-    H4  ©  '(
((	)
4– antitela direkno obeležena 
fluorescentnom bojom Aleksa-488 (1:2000; Invitrogen) i antitela obeležena enzimom, 
peroksidazom rena (HRP, eng. horse radish peroxidase). Nakon inkubacije sa fluorescentnim 
sekundarnim antitelom u mraku, membrane su ispirane 5 puta po 5 minuta u TBST-u i osušene 
na sobnoj temperaturi. Signal je detektovan na STORM sistemu za neradioaktivnu detekciju (GE 
Healthcare) upotrebom svetlosti talasne dužine 450 nm. Za detekciju hemiluminiscentnog 
'(((#(##3#
sebi sadrži luminol (komercijalni komplet - Western blotting detection reagents, 
chemiluminescent, GE Healthcare). Membrana je inkubirana u supstratu 2 minuta i izložena 
autoradiografskom filmu osetljivom na plavu svetlost (Kodak) u trajanju od 1 do 30 minuta.
Filmovi su razvijeni odmah i skenirani radi dalje analize.
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3.4.7. Semikvantitativna analiza imunoblotova 
 ( '  ( (((  $(( 3 
(( ( ( 
( #'(' #a Image Quant 
(Version 5.2, GE Healthcare). Dobijene vrednosti svakog uzorka normalizovane su najpre u 
''(#	
(       '
 elativnih vrednosti za sve 
eksperimentalne grupe (n=8-12). Zarad razmatranja efekata starenja, rezultati imunoblot analize 
su izraženi kao stepen promene u odnosu na vrednosti dobijene za kontrolnu grupu 6 meseci 
starih životinja kojoj je dodeljena vrednost 1. Efekat restrikcije hrane izražavan je kao stepen 
#('	
3.4.8. $!
   # 4 ( ( 
 
kompjuterski program STATISTICA 6.0. Najpre je proveravana normalna distribucija dobijenih 
#   #( '#	  #3 (3 '# 
 
jednofaktorska ANOVA (eng. ANalysis of VAriance=  #( W
 <+ 	 
( (  (   4  #²		 Q '$/(  
promene u odnosu na grupu od 6 meseci su obeležene simbolom *, ili pak # za promene do kojih 
je došlo pod uticajem restrikcije hrane'u. 
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3.5. Histološke analize 
3.5.1. Imunohistohemijsko obeležavanje 
#/$ (44(   $ (# 3 
free-floating ((	 ¢ ## ( /  #((  3  
sobnoj tempe'(#H$$(#$#6		
/# ###( $$(#$' je 3
demaskiranje antigena u zagrejanom citratnom puferu (10 mM natrijum-citrat, pH 6.0). Nakon 
#' #  # #  (  $$( #$   ( #/$'
vezivanja antitela inkubiranjem preseka jedan sat u 10% serumu koze (Dako) i 0.1% Triton X-
100 (BDH Chemicals) u fosfatnom puferu. Ovako pripremljeni pr/  #  
' -pGR antitela (1:25; Cell Signaling) u fosfatnom puferu koji je sadržao 1% serum 
   #   ©	 Q #(    #( 
fosfatnom puferu 3 puta po 5 minuta, a zatim su preseci inkubirani 90 minuta sa sekundarnim 
kozjim-anti-( '" ( ;H  '= (7-488 bojom (zeleno). 
Preseci su potom opet isprani 5 puta 5 minuta u fosfatnom puferu sa dodatim 0.05% Triton X-
100 (BDH Chemicals), nakon '##W¼#/ ;+= 

4  (	 /  #/(  #( ## H (   +7
$/  ;HH=     #/$    
+Q)	 / u opet ispirane 3 puta po 5 min u fosfatnom puferu i dalje standardno 
pripremljene nakapavanjem medijuma za fluorescentno mikroskopiranje (Dako). 
Imunohistohemijsko bojenje je analizirano na konfokalnom mikroskopu Leica TSC SP8 (Leica
Microsystems), a fotomikrografije su snimljene digitalnom kamerom (objektiv x63). 
' '  ; #(' = #   #/$'
vezivanja.
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4. Rezultati
%&		!	 - uticaj dugotrajne 
restrikcije hrane
Koncentracije kortikosterona u korteksu i hipokampusu pacova tokom starenja i kod 
životinja koje su izlagane dugotrajnoj restrikciji hrane, dobijene enzimskim imunoesejem, 
prikazane su na Slici 4. Analiza je pokazala da se kod pacova soja Wistar nivo ovog endogenog 
glukokortikoida menja sa starenjem i pod uticajem restrikcije hrane u obe ispitivane strukture.
QH(/4('
hrane bio je smanjen  H     (/ 4 7<  #  # 
odnosu na nivo detektovan kod kontrolne grupe 6 meseci starih životinja (Slika 4A; *p<0.05). U 
odnosu na istu kontrolnu grupu, koncentracija kortikosterona kod životinja koje su bile 
podvr' / 4    # (   # '#
#;¾#¿	=	)'#H(/4+*
''#inja starih 6 meseci. U 
  '   (3(     
##+*H#H(/4
i za 58% kod 24 meseca starih životinja (#p<0.05). 
U hipokampusu je detektovan pad u nivou kortikosterona za 30% kod 18 meseci starih 
AL životinja, a u odnosu na 6 meseci stare kontrole (Slika 4B; *p<0.05). Kod 24 meseca starih 
AL životinja nivo kortikosterona je ostao nepromenjen u odnosu na nivo detektovan kod istih 
4      #'4 / 4  
porast nivoa kortikosterona samo kod najstarije ispitivane grupe životinja (za 58%, *p<0.05). 
#+*'#(#
ivo kortikosterona u hipokampusu i u odnosu na 
'7<;H(/4(/4
DR životinja, #p<0.05).
+#'/4#
kod obe starosne grupe i u obe analizirane moždane strukture.
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Slika 4. Bazalni nivo kortikosterona u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad libitum 
QW	 	 "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meseca (m) starih životinja i izražena u ng/g tkiva. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± 
standardna greška.*p<0.05 u odnosu na kontrolnu grup ;(= À#¿	    '
starosnu AL grupu
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starosti - uticaj dugotrajne restrikcije hrane
( HHJ-6+H  # // 4 'kortikoida. Da bi se 
#/(34#(#
'( 4#(##/  ##HHJ-
HSD1.
Analiza rezultata dobijenih imunoblot metodom je pokazala da ekspresija ovog enzima u 
korteksu tokom starenja ostaje nepromenjena (Slika 5A). Nakon dugotrajne restrikcije hrane 
  # # ' (  ( #((  '# 4
ispitivanih životinja. Nivo de'#H(/4+*#
' H(  #      +*  4  (/
 HHJ-6+H #     nivo detektovan kod kontrolnih, 6 meseci starih 
životinja (¾#¿	=	 )  +* '# #        
';H(/4(/4+*
životinja, #p<0.05).
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QHHJ-HSD1 proteina u hipokampusu 18 meseci starih AL životinja se nije razlikovao 
od nivoa detektovanog kod životinja starih 6 meseci, dok je kod najstarije ispitivane AL grupe 
#;%¾#¿	=	& #HHJ-HSD1 
  #  +* '#  ; % kod 18 i za 43% kod 24 meseca starih DR 
životinja, *p<0.05).
U obe ispitivane starosne grupe nivo enzima raste nakon dugotrajne restrikcije hrane u 
odnosu na kontrolne životinje stare 6 meseci((	&
HHJ-6+H##3 '(((
4#(#(#HHJ-6+H(37<+*'#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Slika 5. Zastupljenost proteina ''@-HSD1 u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad
libitum QW	 	 "!=Y	 	 ,[\"+	 [\"	 "&	 +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( ((  '( (  H  
(/;(=4	J-7
ndogena kontrola. Svakom grafikonu je pridružen 
#(((((#	*#
promene relativnih vrednosti nivoa proteina (srednja vrednost ± standardna greška) u odnosu na vrednost 
dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1. *p<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu 
;(=À#¿	'7<'#
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starosti - uticaj dugotrajne restrikcije hrane
Imunoblot metodom je analizirana zastupljenost proteina GR u korteksu i hipokampusu 
pacova, kao i efekat dugotrajne restrikcije hrane kod ispitivanih starosnih grupa. Rezultati su 
prikazani na Slici 6. 
Dobijeni podaci pokazuju da je u korteksu AL pacova starih 18 meseci nivo GR-a
#          (/ 4 4   
#    # 7< '#      
3'kod istih kontrola (Slika 6A; *p<0.05). Nakon primene restriktrivnog režima ishrane, 
(3(##"*-a u odnosu na kontrolnu grupu 6 meseci starih 
životinja, i to za 40% kod DR grupe životinja starih 18 meseci i za 70% kod DR grupe 24 
meseca starih životinja (*p<0.05). Detektovane promene kod DR grupe pacova starih 18 meseci 
se ne razlikuju od ad libitum hranjenih starosnih kontrola, dok 24 meseca stare DR životinje 
#  # # "* #     AL grupu iste starosti (za 
32%, #p<0.05).
U hipokampusu AL životinja starih 18 meseci nema razlike u nivou GR proteina u 
#3#((46 meseci starih životinja, bez obzira na 
#((4;%=	3utim, kod najstarije ispitivane grupe, ekspresija GR-a
(7<'#;¾#¿	=
  +* '#  #     ' #    
detektovan kod 6 meseci starih životinja (*p<0.05). Životinje stare 24 meseca koje su 
#''/4(#"*#ad libitum 
hranjenih pacova iste starosti (#p<0.05).
 43
 
Dugotrajna restrikcija hrane  (    ekspresiju GR-a u odnosu na AL 
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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ekspresiju ovog proteina u odnosu na odgovaraju	
Slika 6. Zastupljenost proteina GR u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad libitum 
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promene relativnih vrednosti nivoa proteina (srednja vrednost ± standardna greška) u odnosu na vrednost 
dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1. *p<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu 
;(=À#¿	'7L grupu
Da bi se utvrdilo da li su dobijene razlike na proteinskom nivou posledica promenjene 
transkripcije GR gena tokom starenja ili pod uticajem smanjenog unosa hrane, RT-PCR 
metodom analiziran je nivo iRNK za GR. Dobijeni rezultati su pokazali da se u obe strukture 
nivo iRNK za GR ne menja ni kod jedne ispitivane starosne grupe, bez obzira na primenjeni 
režim ishrane (Slika7). 
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Slika 7. Zastupljenost iRNK za GR u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad libitum 
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(m) starih životinja. Gapdh  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#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promene relativnih vrednosti nivoa genske ekspresije (srednja vrednost ± standardna greška) u odnosu na 
vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1.
4.4. Analiza zastupljenosti fosforilisane forme proteina GR (pGR) u korteksu i hipokampusu 
!	- uticaj dugotrajne restrikcije hrane
Fosforilacija GR-a na serinskom ostatku 232 kod pacova koreliše sa aktivacijom ovog 
/#	 &(     
  # # # (' "*-a
nakon primene dugotrajne restrikcije hrane, zastupljenost njegove fosforilisane forme razmatrana 
je kao pokazatelj funkcionalnog statusa receptora. Rezultati dobijeni imunoblot metodom 
prikazani su na Slici 8. 
Analiza dobijenih podaka je pokazala da se nivo pGR-a u korteksu 18 meseci starih 
('##4#
kod kontrolnih životinja starih 6 meseci ; 7 ¾#¿	=	 3(  H (/ 4
(4'(/47<+*
fosforilisane forme GR-a se nije razlikovao od nivoa detektovanog kod kontrolne grupe životinja 
starosti 6 meseci.
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U hipokamusu, nivo pGR-a kod 18 meseci starih AL životinja se nije razlikovao od nivoa 
detektovanog kod životinja starih 6 meseci, dok je kod najstarije ispitivane AL grupe zabeležen 
pad od 27% u odnosu na istu kontrolu (Slika 8B; *p<0.05). Dugotrajna restrikcija hrane je 
  #  $$ $( /#   #  '# 
odnosu na ad libitum hranjene životinje iste starosti (za 35% kod 18 i za 86% kod 24 meseca 
starih DR grupa, #p<0.05). Efekat restriktivnog režima ishrane je bio izraženiji kod najstarije 
ispitivane grupe, gde je nivo pGR-# '#(/
starih životinja (*p<0.05).
Slika 8. Zastupljenost fosforilisane forme proteina GR (pGR) u korteksu (A) i hipokampusu (B) 
pacova hranjenih ad libitum QW	 	 "!=Y	 	 ,[\"+	 [\"	 "&	 +	 Q]W	
&	"!=Y	 "	"	*# 3 ((('(
tkivima 6, 18 i 24 meseca ((= 4 	 "7+6  
  ' 	 (
'$  # # (  ( (( ( #	
Rezultati su izraženi kao stepen promene relativnih vrednosti nivoa proteina (srednja vrednost ± 
standardna greška) u odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 
1. ¾#¿	'#;(=À#¿	'7<'#
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4.5. Imunohistohemijska lokalizacija pGR-a u hipokampusu 6 i 24 meseca starih pacova 
Izražene promene u nivou pGR-a pod uticajem restriktivnog režima ishrane dobijene 
( ((  4#(#  (/ 4  #3 
imunohistohemijskim bojenjem. Dobijeni obrazac bojenja za pGR bio je u saglasnosti sa 
bojenjem opisanim za nefosforilisanu formu receptora u hipokampalnom tkivu (Morimoto i 
/ H=	 ' '     7H  7 '(   
dentatnom girusu (DG), dok je obeležavanje u CA3 regionu bilo znatno slabijeg intenziteta.
Imunohistohemijska lokalizacija pGR-a prikazana je na reprezentativnim 
fotomikrografijama u CA1 regionu hipokampusa (Slika 9A) i granularnom sloju DG (Slika 9B). 
U cilju potvrde jedarne lokalizacije preseci su obojeni i DAPI kontrastnom bojom. Na Slici 9 se 
/#"*(44('#4#(#
'   '#  4  (/ # (  #   
# u odnosu na druga. Kod životinja starih 24 meseca koje 
 (  ## 4   (   #"*    
kontrolnu grupu 6 meseci starih životinja, dok se u grupi pacova starih 24 meseca kojima je unos 
hrane bio ogr # # # '	
Pored toga, pGR signal je kod 24 meseca starih DR životinja bio uglavnom smešten u jedrima 
#(4  7H '  '4  ' '	  ojenja u 
jedarnim regionima kod 24 (/4+*#"*''
u jedrima kontrolne grupe životinja starih 6 meseci. 
 47
 
Slika 9. Reprezentativne fotomikrografije koronalnih kriopreseka hipokampusa bojenih na pGR u 
nivou CA1 regiona (A) i granularnog sloja DG (B). Bojeni su preseci kontrolnih pacova starih 6 meseci 
(6m), kao i 24 meseca starih pacova hranjenih ad libitum (24m AL) i podvrgnutih dugotrajnoj restrikciji 
hrane (24m DR). Na presecima životi4'/4
/#"*;=#3((+7(;#=	- 20 ¬
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starosti - uticaj dugotrajne restrikcije hrane
Enzim CDK5 pripada grupi kinaza za koje je poznato da mogu da fosforilišu GR na 
serinskom ostatku 232 u moždanom tkivu pacova. Shodno tome, promene u nivou ove kinaze ili 
u nivoima njenih aktivatorskih proteina mogu biti u osnovi razlika u fosforilacionom statusu GR-
4#(4'#
((	'#
ekspresija CDK5 kinaze i njenih aktivatora p35 i p25 imunoblot metodom. 
Analiza dobijenih rezultata je ##
razlike u nivou CDK5 proteina ni kod jedne od ispitivanih grupa, bez obzira na primenjeni režim 
4;H7%=	3#(4#(#
tokom starenja, ni nakon primene dugotrajne restrikcije hrane kao tretmana (Slika 11A i B). Nivo 
$'(#3#(kod grupa životinja starih 18 meseci, 
hranjenih i AL i podvrgnutih restriktivnom režimu ishrane. 
U korteksu životinja starih 24 meseca koje su imale slobodan pristup hrani nivo p25 je, 
(3( ( '#  4 
meseci (Slika 11C, *p<0.05). Životinje stare 24 meseca (   4  'n
3((#'#životinja starih 
6 meseci ;¾#¿	=7<
iste starosti. Dobijeni rezultati pokazuju da izlaganje dugotrajnoj restrikciji hrane ne menja nivo 
###/'(
 4    #   ' #  '   '#  (/ 4
životinja. Dugotrajna restrikcija hrane kao tretman u hipokampusu životinja starih 24 meseca 
dovodi do pada u nivou p25 proteina za 30% u odnosu na nivo detektovan kod 6 meseci starih 
  #        #   7< '#  
(smanjenje za 23% u odnosu na AL starosnu kontrolu, Slika 11D; #p<0.05).
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Analiza uticaja primenjenog restriktivnog režima ishrane na ekspresiju kinaze CDK5 i 
4 4 #  #  +*  (    '
proteina p35 u hipokampusu 24 meseca starih životinja koja se ogleda u smanjenju nivoa 
''#'$'(#	
Slika 10. Zastupljenost proteina CDK5 u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad
libitum QW	 	 "!=Y	 	 ,[\"+	 [\"	 "&	 +	 Q]W	 &	 "!=Y	 "	
starenja	 *  #  3 ( ((  '( (  H  
meseca (m) starih životinja. J-7
'	('$#
repreze(((((#	*#
promene relativnih vrednosti nivoa proteina (srednja vrednost ± standardna greška) u odnosu na vrednost 
dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1 
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Slika 11. Zastupljenost proteina p35 (A i B) i p25 (C i D) u korteksu (A i C) i hipokampusu (B i D) 
pacova hranjenih ad libitum QW	 	 "!=Y	 	 ,[\"+	 [\"	 "&	 +	 Q]W	
&	"!=Y	 "	". Relativni nivo # 3 ((('(
tkivima 6, 18 i 24 meseca (m) starih životinja. J-7
'	"$(
# # (  ( (( ( #	 * su 
izraženi kao stepen promene relativnih vrednosti nivoa proteina (srednja vrednost ± standardna greška) u 
odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1. *p<0.05 u odnosu 
na kontrolnu grupu (6m); #p<0.05 u odnosu na od'7<'#
> ' 	 	 ?9@B<%  	 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starosti - uticaj dugotrajne restrikcije hrane
GR receptorski kompleks se nakon aktivacije indukovane vezivanjem liganda 
transportuje do jedra kako bi mogao da ostvari ulogu koju ima kao transkripcioni regulator.
Protein FKBP51 smanjuje transkripcionu aktivnost GR-  /#  /#(,
'''##(og
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proteina doprinose pokazanim strukturnim razlikama u lokalizaciji aktivnog receptora u 
ispitivanom modelu.
Rezultati ekspresije proteina FKBP51 u korteksu i hipokampusu pacova tokom starenja i 
pod uticajem dugotrajne restrikcije hrane su dobijeni imunoblot metodom i prikazani na Slici 12. 
74 #  #(
nivou proteina FKBP51 predstavljala porast kod životinja starih 18 meseci koje su bile 
podvrgnute restriktivnom režimu ishr  3
grupe životinja starih 6 meseci ;H7¾#¿	=	#
na AL grupu iste starosti (za 55%, #p<0.05). Kod 24 meseca starih životinja nisu detektovane 
promene u nivou ekspresije ovog proteina, bez obzira na režim ishrane. Ekspresija proteina 
FKBP51 je bila nepromenjena i u hipokampusu, bez obzira na starost životinja kao i na to da li 
  (  ## 4    4     '
(Slika 12B).
Slika 12. Zastupljenost proteina FKBP51 u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad
libitum QW	 	 "!=Y	 	 ,[\"+	 [\"	 "&	 +	 Q]W	 &	 "!=Y	 "	
starenja. Relativni nivo proteina j 3 ( ((  '( (  H  
(/;(=4	J-7
'	('$#
#(((((#	*i kao stepen 
promene relativnih vrednosti nivoa proteina (srednja vrednost ± standardna greška) u odnosu na vrednost 
dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1. *p<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu 
;(=À#¿	' starosnu AL grupu
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uticaj dugotrajne restrikcije hrane
Da bi smo dalje utvrdili da li dugotrajna restrikcija hrane tokom procesa e na 
komponente GR receptorskog kompleksa, analizirali smo ekspresiju proteina Hsp90. Rezultati 
dobijeni imunoblot metodom prikazani su na Slici 13. 
Analiza dobijenih rezultata je pokazala da tokom starenja u korteksu pacova ne dolazi do 
promene u nivou proteina Hsp90 (Slika 13A). Pod uticajem dugotrajne restrikcije hrane dolazi 
do pada u nivou ovog šaperona u korteksu 18 meseci starih životinja za 25% u odnosu na 
kontrolnu grupu životinja starih 6 meseci ;¾#¿	= (3(     
 (' '44rola. Kod grupe životinja starih 
24 meseca koje su bile na restriktivnom režimu ishrane detektovan nivo proteina Hsp90 se ne 
razlikuje od nivoa kod 6 meseci starih kontrolnih životinja (
ad libitum hranjene životinje iste starosti (za 25%, #p<0.05).
U hipokampusu 18 meseci starih AL hranjenih životinja, kao i u korteksu, nisu 
 #(  # # 6# ; H%=	 3(  4#(#
najstarije ispitivane AL grupe dolazi do porasta nivoa ovog proteina za 28% u odnosu na nivo 
detektovan kod kontrolnih životinja starih 6 meseci (*p<0.05). Izlaganje dugotrajnoj restrikciji 
hrane ne dovodi do promena u ekspresiji proteina Hsp90 kod 18 meseci starih životinja, ali kod 
grupe 24 meseca starih životinja smanjuje nivo proteina Hsp90 u odnosu na ad libitum hranjene 
   ;  À#¿	= (   ' 
# #(( 
odnosu na 6 meseci stare kontrolne životinje. 
 53
 
Slika 13. Zastupljenost proteina Hsp90 u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad
libitum QW	 	 "!=Y	 	 ,[\"+	 [\"	 "&	 +	 Q]W	 &	 "!=Y	 "	
starenja	 *  #  3 ( ((  '( (  18 i 24 
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	"7+6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promene relativnih vrednosti nivoa proteina (srednja vrednost ± standardna greška) u odnosu na vrednost 
dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1. *p<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu 
;(=À#¿	'7<'#
4.9. Analiza zastupljenosti iRNK za O0	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uticaj dugotrajne restrikcije hrane
U ispitivanim regionima mozga pacova finalni odgovor na glukokortikoidni signal 
determiniše balans MR i GR receptora. Stoga smo u korteksu i hipokampusu ispitali ekspresiju 
MR-a na iRNK nivou primenom RT-PCR metode (Slika 14). 
Analiza dobijenih rezultata je pokazala da je nivo iRNK za MR nepromenjen u korteksu 
tokom starenja, bez obzira na režim ishrane kojem su životinje bile izložene (Slika 14A). U 
hipokampusu se *Q)*3(ad libitum hranjenih životinja starih 
18 i 24 meseca, ali su životinje iz obe ispitivane starosne grupe koje su bile na restriktivnom 
(4###*-a (Slika 14B). Nivo izmeren kod DR grupa je 
#7<;H
meseca starih DR životinja, #p<0.05), tako i odnosu na nivo detektovan kod 6 meseci starih 
životinja (za 31% kod 18 i za 36% kod 24 meseca starih DR životinja, *p<0.05).
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Slika 14. Zastupljenost iRNK za MR u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad libitum 
QW	 	 "!=Y	 	 ,[\"+	 [\"	 "&	 +	 Q]W	 &	 "!=Y	 "	 ".
*#'3*-*(('((H(/
(m) starih životinja. Gapdh  
  ' 	 ( '$  #
# '  ( ( 4 #	 *    #
promene relativnih vrednosti nivoa genske ekspresije (srednja vrednost ± standardna greška) u odnosu na 
vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1. *p<0.05 u odnosu na 
'#;(=À#¿	'7<'upu
4.10. Analiza zastupljenosti iRNK za sgk-%	!	-
uticaj dugotrajne restrikcije hrane
Promotorski region sgk-1 (eng. serum and glucocorticoid-regulated kinase 1) gena sadrži 
ponovljene GRE sekvence, posredstvom kojih glukokortikoidi stimulišu ekspresiju ovog gena 
   #/ ;  / H   / =	 3 
ekspresije ovog gena je podatak koji ukazuje na aktivnost GR-a kao transkripcionog regulatora u
našem modelu. 
Analiza rezultata dobijenih RT-PCR-(#*Q)
sgk-1 ni u jednoj od ispitivanih moždanih struktura (Slika 15). U korteksu se nivo ekspresije 
ovog gena ne menja kod životinja kojima je smanjen unos hrane, kako u odnosu na životinje iste 
starosti hranjene ad libitum, tako i u odnosu na 6 meseci stare kontrolne životinje. Dugotrajna 
restrikcija hrane kao tretman u hipokampusu pokazuje efekat samo kod grupe 24 meseca starih 
životinja. Detektovani porast u nivou iRNK za sgk-1 u hipokampusu najstarije ispitivane grupe 
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  #3 7< ( ( ;   H% À#¿	=
tako i u odnosu na nivo izmeren kod 6 meseci starih kontrolnih životinja (za 21%, Slika 15B; 
*p<0.05).
Slika 15. Zastupljenost iRNK za sgk-1 u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad
libitum QW	 	 "!=Y	 	 ,[\"+	 [\"	 "&	 +	 Q]W	 &	 "!=Y	 "	
starenja	*#'3*-PCR metodom u odgova((H
24 meseca (m) starih životinja. Gapdh 
'	('$#
# '  ( ( 4 #	 *    #
promene relativnih vrednosti nivoa genske ekspresije (srednja vrednost ± standardna greška) u odnosu na 
vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1. *p<0.05 u odnosu na 
'#;(=À#¿	'7<'#
4.11. Analiza zastupljenosti iRNK za G"	!	-
uticaj dugotrajne restrikcije hrane
Poznato je da se tokom starenja #  Gfap-a,   #
inflamaciju, kao i da primena dugotrajne restrikcije hrane kao tretmana smanjuje ekspresiju ovog 
gena. U cilju potvrde antiinflamatornog dejstva glukokortikoida u našem modelu dalje je ispitana 
ekspresija Gfap gena na iRNK nivou. Rezultati dobijeni metodom RT-PCR-a u realnom vremenu 
su prikazani na Slici 16.
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Slika 16. Zastupljenost iRNK za Gfap u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad 
libitum QW	 	 "!=Y	 	 ,[\"+	 [\"	 "&	 +	 Q]W	 &	 "!=Y	 "	
starenja	 *  # '  3 (( *-PCR-a u realnom vremenu u 
'((H(/;(=4	Gapdh 
en kao endogena kontrola. 
Rezultati su izraženi kao stepen promene relativnih vrednosti nivoa genske ekspresije (srednja vrednost ± 
standardna greška) u odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 
1. *p<0.05 u odnosu na '#;(=À#¿	'7<'#
U obe ispitane strukture nivo ekspresije ovog gena se menja sa starenjem, kao i pod 
uticajem dugotrajne restrikcije hrane kao tretmana. Analiza dobijenih rezultata je pokazala da 
tokom starenja u obe strukture dolazi do postepenog porasta u nivou iRNK za Gfap, koji kod 
#'#7<#
detektovan kod kontrolne grupe 6 meseci starih životinja. Detektovano # 
ekspresije je izraženije u korteksu 24 meseca starih životinja, gde je izmereni nivo Gfap-a 2,2 
##''(/4;H7*p<0.05), dok 
je u hipokampusu nivo iRNK za G$##% kod najstarije ispitane grupe u odnosu na 
nivo detektovan kod kontrolnih životinja starih 6 meseci (Slika 16B; *p<0.05). Kod životinja na 
dugotrajnoj restrikciji hrane nivo iRNK za Gfap se održava nepromenjenim u odnosu na nivo 
izmeren kod kontrolne grupe 6 meseci starih životinja u obe ispitane strukture. Ekspresija ovog 
'((/4+*'
AL grupe, a promena je opet intenzivnija u korteksu (za 43% u korteksu, Slika 16A, i za 22% u
hipokampusu, Slika 16B; #p<0.05). 
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4.12. Analiza zastupljenosti iRNK za c-"	!	-
uticaj dugotrajne restrikcije hrane
+ ( #   ' / 4 (    st 
neurona, analizirali smo ekspresiju c-fos gena na nivou iRNK. Rezultati dobijeni RT-PCR 
metodom su prikazani na Slici 17.
Slika 17. Zastupljenost iRNK za c-fos u korteksu (A) i hipokampusu (B) pacova hranjenih ad
libitum QW	 	 "!=Y	 	 ,[\"+	 [\"	 "&	 +	 Q]W	 &	 "!=Y	 "	
starenja	*#'3*-*(('((H
24 meseca (m) starih životinja. Y-aktin  
  ' 	 *   kao 
stepen promene relativnih vrednosti nivoa genske ekspresije (srednja vrednost ± standardna greška) u 
odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (6m) kojoj je dodeljena vrednost 1. *p<0.05 u odnosu 
na kontrolnu grupu (6m); #p<0.05 u odnosu na odgo7<'#
+##/-fos gena ni u jednoj od 
analiziranih struktura u mozgu pacova. Dugotrajna restrikcija hrane primenjena kao tretman u 
korteksu nema uticaja na nivo iRNK za c-fos kod 18 meseci starih životinja, ali kod najstarije 
'#  #  # ''	Q (
(/4+* 7<4
životinje (za 65%, Slika 17A; #p<0.05), tako i u odnosu na kontrole stare 6 meseci (za 55%, 
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Slika 17A; *p<0.05). Za razliku od korteksa, u hipokampusu ne dolazi do promene u nivou 
iRNK za c-fos kod DR životinja ni u jednoj od ispitivanih starosnih grupa (Slika 17B).
4.13. Ana 		 		 	 &?V@  	  !	  -
uticaj dugotrajne restrikcije hrane
6 /4 (#( (  $
iRNK za gfap u obe strukture. Pošto naši rezultati pokazuju da u korteksu AL i DR životinja 
starih 24 meseca nema razlike u nivou pGR-a, analizirali smo #''
transkripcionog regulatora QWX%  ( #    #(   
transkripciona regulatora u je(' /4     
aktivacije GR-a ostvari antiinflamatorno dejstvo u korteksu starih životinja. Rezultati 
##QWX%(((#/H	
Analiza dobijenih rezultata je pokazala da tokom starenja u korteksu pacova dolazi do 
(QWX%/#(;H7=#(
'#/'regulatora
;H%=	&/#($/(/4QWX%
se smanjuje za 55% u odnosu na nivo izmeren kod kontrolne grupe životinja starih 6 meseci
;H7¾#¿	=  $/ '##
ovog transkripcionog regulatora za 71% u odnosu na grupu 6 meseci starih životinja (Slika 18B; 
¾#¿	=	 Q# ( # /( / 4  QWX%   (
frakcijama korteksa pacova održava nepromenjenim u odnosu na 6 meseci stare kontolne 
	 +  QWX%  /#(j frakciji korteksa kod 24 meseca starih 
životinja koje su podvrgnute restrikciji hrane #7<
; H7 À#¿	=     $/  (     
starosti kojima je hrana #';HH%À#¿	=	
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izolovanih iz korteksa pacova hranjenih ad libitum QW	 	 "!=Y	 	 ,[\"+	 [\"
"&	 +	 Q]W	 &	 "!=Y	 "	 "	 *  #  3 (
((  '( $/(  H   (/ ;(= 4 	 J-7  
 
endogena kontrola. Svakom grafikonu je pridružen reprezent (  (
molekulskim težinama proteina. Rezultati su izraženi kao stepen promene relativnih vrednosti nivoa 
proteina (srednja vrednost ± standardna greška) u odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (6m) 
kojoj je dodeljena vrednost 1. *p<0.05 u odnosu na kontrolnu grupu (6m); #p<0.05 u odnosu na 
'7<'#
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5. Diskusija
Literaturni podaci o efektima glukokortikoida i njihovoj ulozi u starenju mozga nisu 
konzistentni. Hipoteze koje se baziraju na stavu da hro''(
promovišu proces starenja mozga, posebno u hipokampusu (Landfield i saradnici, 1978;
Sapolsky i saradnici, 1986; McEwen 1992; Porter i Landfield, 1998; Conrad 2008), potkrepljene 
su studijama u kojima je pokazano    #(  4  ( #/
('(#'#(
uticaja ovih hormona (de Kloet, 2008; Meaney i saradnici, 1988; Sapolsky i saradnici, 1986; Wei 
i saradnici, 2007; Seckl i Meaney, 2004; Issa i saradnici, 1990). U skladu sa tim, pokazano je da 
sa starenjem raste koncentracija kortikosterona u plazmi kod životinja i ljudi (Meaney i 
saradnici, 1995; Sabatino i saradnici, 1991; Patel i Finch, 2002, Yau i saradnici, 1995; Lupien i 
saradnici, 1998) #
'(#(( (Issa i saradnici, 1990; 
Meaney i saradnici, 1995; Yau i saradnici, 1995; Lupien i saradnici, 1996, 1998). U pojedinim 
( (3(  3 #(  om nivou glukokortikoida u plazmi tokom 
 ;  /  '  / =	 3 '   #
dokaze da glukokortikoidi ne ubrzavaju starenje mozga i da na neke od promena do kojih dolazi 
sa starenjem deluju u pravcu suprotnom od procesa starenja (Chrousos i Kino, 2009; Swaab i 
saradnici, 2005; O'Callaghan i saradnici, 1989; Nichols i Finch, 1994; McReynolds i saradnici, 
2010; Beeri i saradnici, 2012; Landfield i saradnici, 2007). Razmatranje dejstva glukokortikoida 
dodatno komplikuje i zavisnost efekata koje izazivaju od koncentracije hormona. Poznato je da
nihovo delovanje karakteriše invertovani U-$/
  4( (' ( 
 #/    '  4
glukokortikoida neophodna za održavanje optimalnih kognitivnih funkcija (de Kloet i saradnici, 
1999; Herman, 2013; Joëls, 2006).
U mnogim studijama dejstvo glukokortikoida se razmatra u skladu sa koncentracijom 
4(     #(   #( #/  #

intracelularnih recep/(	#/+*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kortikosterona u plazmi u odnosu na one hranjene AL (Sabatino i saradnici, 1991; Wan i 
/'/=	3(#/(((//
glukokortikoida koja se detektuje u plazmi ne mora da odgovara promenama u koncentraciji 
hormona koja se detektuje u mozgu (Droste i saradnici, 2009a, Droste i saradnici, 2009b, Croft i 
saradnici, 2008 , Lengvári i Liposits, 1977, Little i saradnici, 2008). Za razmatranje efekata 
glukokortikoida je stoga neophodno utvrditi nivo hormona u samom ciljnom tkivu. Studija u 
#('(#(
#''4( korteksu i hipokampusu (Garrido i saradnici, 
2012a= ##
plazmi životinja na restrikciji hrane odražava na nivo hormona u mozgu. 
Rezultati dobijeni u našem modelu su pokazali da nivo hormona u korteksu raste sa 
starenjem, dok u hipokampusu nije detektovan porast koncentracije kortikosterona. Isti nivo 
kortikosterona u hipokampusu 6 i 24 meseca starih životinja u našem modelu je suprotnosti sa 
studijom Garrido i saradnika, verovatno usled razlike u primenjenoj metodologiji, jer su autori 
navedene studije odredili nivo slobodnog kortikosterona, dok je u našoj eksperimentalnoj 
#/3#/(	'#
u našem modelu pokazuju isti odgovor na tretman dugotrajnom restrikcijom hrane, jer je 
 #     #       
hipokampusu u odnosu na AL hranjene životinje. 'ovoru na 
stres je odlika pravilnog funkcionisanja HHA ose, i ako se primenjeni tretman razmatra kao blagi 
#($/667
kod životinja kojima je unos hrane smanjen. Porast u nivou kortikosterona je adaptivni odgovor 
na stresne situacije i važan je i za pravilno odvijanje kognitivnih funkcija. U skladu sa tim je i 
skorašnja studija koja pokazuje da je niža sekrecija kortikosterona u odgovoru na akutni stres 
kod starijih povezana sa slabijom deklarativnom i radnom memorijom (Almela i saradnici, 
2014). Detektovani porast nivoa kortikosterona u korteksu DR životinja može biti posledica i 
#'HHJ-6+H4/4#

ovo' (7< 4	3( 
 4 7<  ( #  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 #    6 meseci stare 	    teksu 
4 7<   
   #(   HHJ-HSD1, GR-a i pGR-a što 
  #(  '  4(   	  '  # 
HHJ-6+H4#(##7<'###(
hormona. Mada literaturni podaci pokazuju da #'( indukovati
transkripciju 11J-HSD1 (Sai i saradnici, 2008), u obe ispitane strukture 24 meseca starih AL 
životinja u našem modelu ovakva regulacija izostaje. U kor4(#
#((4#(##(##(
4(
('(4(('
ekspresiju HHJ-HSD1 na strukturno-spec$	
#HHJ-HSD1 u strukturama mozga koje predstavljaju važne regulatore aktivnosti 
HHA ose (prefrontalni korteks, hipokampus, hipotalamus i hipofiza) govori tome da ovaj enzim 
(/667	/racija glukokortikoida u plazmi 

'( /'((	  
#(
 $/ HHJ-HSD1 i koji ispoljavaju smanjenu osetljivost 
HHA ose na glukokortikoide ;# jutarnje vrednosti koncentracije kortikosterona, 
##(''=;6/
H=	#HHJ-6+H#/
hrane u našem modelu bi mogli imati ulogu u održavanju sistema negativne povratne regulacije
667 	 3( #    # HHJ-HSD1 raste sa starenjem i koreliše sa 
'( #(( ;6( H=     #( ('   
dejstvom selektivnih inhibitora 11J-HSD1 (Sooy i saradnici, 2010; Yau i saradnici, 2015a). 
Efekti poboljšanja memorije dobijeni ukidanjem enzimske reaktivacije kortikosterona kod starih
životinja #("*-a i MR-a u hipokampusu, jer je pokazano da nema 
#4/#(34wild tipe i 11J-HSD1Â§Â miševa (Yau i saradnici, 
2011). & ( ( #   (  # #((
memorije kod starih životinja (Yau i saradnici, 2015b), a poznato je da restrikcija hrane štiti ovu 
funkciju od pada koji se javlja sa starenjem (Bellush i saradnici, 1996; Adams i saradnici, 2008).
  '' /#    4#(# 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odnosu na životinje ko  ( ' ## 4 #  
( ( (
doprineti tome da restrikcija hrane kao tretman ostvaruje protektivne efekte na kognitivne 
$/##	Pored toga, merenja nivoa hormona su pokazala 
da deficijencija 11J-6+H bazalni nivo hipokampalnog kortikosterona ni kod mladih 
ni kod starih životinja (Yau i saradnici, 2015b). Poznato je da kortikosteron u mozgu ne #
samo iz cirkulacije  i nastaje kao rezultat lokalne aktivnosti 1HJ-HSD1. Procena 
proporcionalnog doprinosa ova dva procesa ukupnoj koncentraciji kortikosterona izvedena na 
mozgu miševa deficijentnih za ekspresiju enzima je pokazala da u nedostatku enzimske 
regeneracije postoji relativno malo smanjenje aktivnog oblika kortikosterona (Cobice i saradnici, 
H=	     # HHJ-6+H  //  
(( (   # /
4((#(iz cirkulacije. 
Kod pacova, ekperimentalni protokoli koji održavaju nizak nivo glukokortikoida, poput 
# (#/ ( # # "*  #
 '
# #' 667  #  ($
 #mene u hipokampusu i deficit 
prostornog a tokom starenjem (Landfield i saradnici, 1981; Meaney i saradnici, 1988).
Pored toga, i rezultati dobijeni u hipokampusu najstarije grupe životinja u našem modelu 
#3  #   m smanjuje broj GR receptora (Sapolsky i 
saradnici, 1983; van Eekelen i saradnici, 1992; Rigter i saradnici, 1984; Zoli i saradnici, 1991;
Cizza i saradnici, 1995, Bizon i saradnici, 2001; Murphy i saradnici, 2002; Mizoguchi i 
saradnici, 2009). Miševi koji 4'#"*;"*Ã§Â=(##/
razvoj depresije (Ridder i saradnici, =
(''(#
funkcije GR-#'#44#(#(;6
2000; de Kloet i saradnici, 2005). Potvrda su smanjeni broj i/ili funkcija GR-  #
sekrecija kortizola kod ljudi koji pate od velike depresije (Pariante i Lightman, 2008). Pored 
puno 4#("*-u, ispitivanja su pokazala da u bolestima koje prati deregulacija 
HHA ose dolazi i do smanjenja nivoa MR-a (Lopez i saradnici, 1998; Webster i Carlstedt-Duke, 
Ä'  / =   4 (( ( #
MR-a u hipokampusu, dok ekspresija GR-a ostaje nepromenjena (Xu i saradnici, 2010). Stoga se 
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(("*-a ili MR-a može poremetiti negativnu povratnu spregu koja 
'
667	 # $4'  # "*- 
regulisani u korteksu i hipokampusu (Mizoguchi i saradnici, 2003). I naši rezultati pokazuju da 
#  #/$  #(( #'  "*-a pod uticajem starenja. 
3 #(   #   /#    #
uticajem restrikcije hrane, najizraženije su kod 24 meseca starih životinja. U obe ispitivane 
  +* '# #  # "*-a, što može doprineti održavanju 
funkcionalnosti glukokortikoidnog signalnog puta. #nje u ekspresiji GR-
(4((#($/667HHJ-HSD1Â§Â miševima (Carter i 
/=	3'/4##*-a u hipokampusu 
4#(ene nivoa ovog receptora. Kako se razlika u 
nivou MR-  4#(# (3 7<  +* 44     H (/
4  (  '  (4( ( / 4   #
kortikosteroidnih receptora u hip(# #  #(  # *-a, dok 
promene u proteinskom nivou GR-(	#
MR-a može doprineti pozitivnim efektima koji su pokazani za dugotrajnu restrikciju hrane, jer je 
poznato da je porast u neuronalnoj iRNK za MR povezan sa poboljšanim preživljavanjem 
neurona (Almeida i saradnici, 2000, Macleod i saradnici, 2003) kao i da se time poboljšava 
konsolidacija ne-prostorne memorije (Ferguson i Sapolski, 2007).
Promene u ekspresiji GR-a ('##(('$$/
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i saradnici, 2011). Rezultati koje smo dobili ukazuju da nivo fosforilacije GR-a kod AL životinja 
prati obrazac promena koje se detektuju za nefosforilisan receptor tokom starenja, i to u obe 
  ( #( (( (	  '  
  # 
razdvajanje efekata restrikcije hrane na fosforilacioni status GR-a u zavisnosti od posmatrane 
	
/4((#$$
$(/#"*-a u odnosu na AL starosne kontrole 
najpre nepromenjen kod 18 meseci starih ž  #( #   #
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nivo fosforilisane forme receptora održava nepromenjenim u odnosu na 6 meseci stare kontrole, 
dok u hipokampusu promene u nivou fosforilisane forme prate promene u ukupnom receptoru i 
 '' '	 '   # # W)%H  ( #
Hsp90 u korteksu 18 meseci starih DR životinja smanjuju afinitet receptora za hormon i time 
spre / /#	    4 (  # #
W)%H (  4 / "*-a u jedro, i taj efekat je pokazan i u korteksu i u 
hipokampusu (Guidotti i saradnici, 2013). Nasuprot tome, u korteksu 24 meseca starih DR 
životinja nema promena u nivou FKBP51, ali je p25 aktivatorski protein CDK5 kinaze smanjen i 
7<+*'#	((/(#$$/ /# 
# ' #  "*-a i njegovog liganda u korteksu starih DR životinja. Sa 
druge strane, bez obzira na smanjeni nivo p25 i Hsp90, u hipokampusu starih životinja na 
/ 4   # $$/ "*- 
    '
/##'rukturi DR životinja. 
Fosforilacioni status receptora je bitan u regulaciji aktivacije,  lokalizacije, 
transkripcije gena i proteinskog obrta GR-a (Chen i saradnici, 2008; Ismaili i Garabedian, 2004). 
Sam receptor može biti fosforilisan usled vezivanja liganda (Ismaili i Garabedian, 2004; 
Rogatsky i saradnici, H=   /( 4 '4 #  #
kinazu A (PKA) (Anacker i saradnici, 2011; Rangarajan i saradnici, 1992), ciklin-zavisne kinaze 
(CDK) (Krstic i saradnici, 1997), kinazu glikogen sintaze-3 (GSK-3) i JNK (eng. c-Jun N-
terminal kinases) kinazu (Rogatsky i saradnici, 1998), koji mogu modulisati senzitivnost i 
funkciju GR-a. Poznato je da, pored CDK5, MAPK kinaze ERK i p38 fosforilišu GR na Ser232
kod #/	 +' / 4 # ( / *)   '
dolazi sa starenjem (Zhen i saradnici, 1999), ali nije poznato koliki uticaj na fosforilaciju GR-a
ova promena može ostvariti.
Poznato je da se u uslovima izlaganja hron(( $$/"*-a na 
Ser232 (Guidotti i saradnici, 2013), a da / 4(4 4 (4  
sintetskim glukokortikoidom dekasametazonom, agonistom GR-#$$/
ovom mestu (Anacker i saradnici, HH=	+('#(
(#$$/"*-a koja vodi jedarnoj translokaciji receptora, dok u 
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$/"*-(232 fosforilisan oblik 
/#	 */ 4  
( (     
  #(  4
tretman dovodi do #ja fosforilacije GR-a na Ser232 u hipokampusu. Fosforilacija na Ser232 

  #( #/( 
 /#  # $$/
smanjuje kapacitet receptora da prenese signale (Wang i saradnici, 2002; Blind i Garabedian,
2008; Chen i saradnici, 2008). Na primer, pokazano je da deficijencija u fosforilaciji Ser232 može 
biti uzrok rezistencije na glukokorti  ('4 ($4  ;Miller i saradnici, 
2005=	#('$$/'($/

 4#(#   restrikcija hrane deluje u pravcu održavanja funkcionalnosti 
receptora. GR kod koga je mutacijom ukinuto fosforilaciono mesto ima promenjenu sposobnost 
da aktivira neke od gena koji odgovaraju na glukokortikoide, ali neki od promotora ne pokazuju 
zavisnost nivoa ekspresije od fosforilacije receptora (Webster i saradnici, 1997). Uticaj 
$$/'/##/'##(
GR-a za DNK (Chen i saradnici, 2006). Smatra se da u uslovima niskih koncentracija hormona 
ekspresija više zavisi od Ser232 fosforilacije, dok pri višim koncentracijama postaje nezavisna od 
fosforilacionog statusa za gene sa jakim GRE sekvencama u svom promotorskom regionu, poput 
GILZ (eng. glucocorticoid-induced leucine zipper) gena. Sa druge strane, za gene sa slabim GRE 
sekvencama poput IRF8 (eng. interferon regulatory factor 8), ekspresija je potpunosti zavisna od 
fosforilacije na Ser232 i vezivanja kofaktora MED14, 
'
Ser232 olakšavanje interakcije GR–  $( 
   ( #
transkripcione funkcije receptora (Chen i saradnici, 2008). Naši rezultati ukazuju da bi trebalo 
'/4'(#$#'
koji su manje zavisni od fosforilacionog statusa GR-a, dok u hipok(#+*
#'#( 4 / $(   $$/
GR-	  '  $$/    '  /#    #
glukokortikoidnog '  3 (' # (  $( +* (3
ispitivanih struktura. Na primer, fosforilacija receptora koja zavisi od prisustva liganda ubrzava 
njegovu degradaciju, jer je GR kojem je mutacijom ukinuto mesto fosforilacije stabilniji u 
prisustvu glukokortikoida (Webster i saradnici, 1997). Pored toga, GR koji za sebe nema vezan 
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'/("HHprotein, koji preferencijalno interaguje 
sa nefosforilisanim oblikom receptora (Ismaili i saradnici, 2005). 
* 4#(# ' '     #( 
koncentarciji kortikosterona, verovatno usled toga što regionalne razlike u nivou ekspresije 
'4/#'*§"*	
kortikoster
'''//4(
#7'(#(#
GR receptora (Morimoto i saradnici, 1996). CA neuroni i DG neuroni pokazuju  
$
(#((;%/H=	
ni sa starenjem ni pod uticajem restrikcije hrane ne dolazi do promena u broju sinapsi u CA1 i 
DG (Shi i saradnici, 2007, Newton i saradnici, 2008), analize ekspresije gena su pokazale da su 
neuroni CA1 regiona podložniji stresu koji je posledica starenja, dok CA3 i DG bolje odgovaraju 
na restrikciju hrane kada je u pitanju usporavanje procesa starenja (Zeier i saradnici, 2011). 
3(#enih razlika, fosforilisani GR u oba ispitana regiona hipokampusa starih 
+*'/4#
lokalizacija pGR-a, i to u obimu koji prevazilazi i nivo detektovan kod 6 meseci starih kontrola. 
 ' #  '(   (     ' 
  
skladu sa istraživanjima koja pokazuju da je ekspresija GR-  ( '4   
odnosu na onu koja se detektuje u neuronima (Kasckow i saradnici, 2009; Cintra i saradnici, 
1994=	+'/4'##(#"*-a u jedro, za 
koje je pokazano da se odvijaju sa starenjem u hipokampusu (Murphy i saradnici, 2002). Poznato 
je da glukokortikoidi olakšava$(((((
(Sandi, 1998; Roozendaal, 2000). Pretpostavlja se da je ovaj efekat posredovan GR-om, jer su 
(
('((#/(#"*-##(
prost'   #( ;  saradnici, 1997; Rousse i saradnici, H=	 (
aktivacije GR-a u odnosu na AL životinje dugotrajna restrikcija hrane može uticati na 
poboljšanje kognitivnih sposobnosti. 
Ispitivanja promena u ekspresiji gena nakon 4' ' 'ima u
4#(###/(((34#'
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 # #   #/   #(  
§( #/se, dok je sa druge strane reprimirana ekspresija gena glijalne 
 ; $(§( '  '= ;4  / H=	
 ' #3  #( u ekspresiji gena koji odgovaraju na glukokortikoide sa 
pravcem promena koje se detektuju sa starenjem u hipokampusu, kako bi se utvrdilo da li su geni 
'4('(#/	
+'4#'bi trebalo da regulišu 
#4/4'(#/;<$ i saradnici=	3(
''4#((#
(  # ( 4' mana kortikosteronom, što ukazuje da glukokortikoidi 
imaju efekte koji deluju u suprotnom pravcu od procesa starenja za mnoge od svojih ciljnih 
molekula (Chen i saradnici, 2013). 
Transkripcioni profil promena koje se dešavaju kao posledica restrikcije hrane kod starih 
(
 #  +* # # ' 4  ' ((
##(#'4$(/;/£3
i saradnici, 2010; Lee i saradnici, 1999; Zeier i saradnici, 2011). Isti putevi su promenjeni 
4((('(;4/H=
'

efekata restrikcije hrane mogu pripisati održavanjem funkcionalnosti GR-a u mozgu tokom 
starenja. 
Proces starenja remeti normalno funkcionisanje hipokampusa preko promena koje 
 ( # # ;Q(  saradnici, 1999), kognitivne funkcije 
(Winocur, 1998) i neurogenezu (Kuhn i saradnici, 1996). Neurogeneza se odvija i u nekoliko 
regiona u adultnom mozgu, '#'((
;%7/=	*/4#'
glodara (Lee i saradnici, 2002a), što doprinosi neuroprotektivnim efektima ove intervencije. Broj 
 4 (( ;((  +Q)   
#$
=('#'/4
nego kod AL životinja iste starosti, što ukazuje na poboljšano #4
(Lee i saradnici, 2002b; Bondolfi i saradnici, 2004), a novi neuroni mogu imati važnu ulogu u 
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hipokampusu starih životinja pod;)(#(saradnici, 1998), što je u skladu 
 (  # ' #
#  4#(#
;<  / =	 '  3 # # "*-a i sgk-1 gena u 
hipokampusu (Lee i saradnici, 2003), što uz naše rezultate ukazuje da se indukcija 
#4 (4( (  ( #(  / 4   
'	sgk-1 gen igra važnu ulogu u konsolidaciji memorije
( #'   #/	 $/ (' '-1 gena poboljšava, dok 
$/ (' ' ( 3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
saradnici, 2002). Pored toga, ekspresija sgk-1 je uglavnom indukovana glukokortikoidima 
(Webster i saradnici, 1993), a sgk-1 olakšava formiranje dugotrajne potencijacije (LTP, eng. 
Long-term potentiation), (Ma i saradnici, 2006= 
 #3  ( ' '-1 u
olakšavanju formiranja dugotrajne memorije (Tsai i saradnici, 2002), v3
literaturnim podacima koji pokazuju da glukokortikoidi poboljšavaju konsolidaciju memorije u 
( (  ;* =	  ' #(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
koordinaciji koji se javljaju sa starenjem kod glodara su smanjeni kod životinja na restrikciji 
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(((#
''#
bolje rezultate nego AL hranjene životinje iste starosti na prostornim i ne-prostornim testovima 
 ;  / H   7' H=	  ' +* 3 #
deficite u hipokampalnom LTP- #/     $( ((orije (Hori i 
saradnici, 1992; Eckles-Smith i saradnici, 2000; Okada i saradnici, 2003). Neki od ovih efekata 
se verovatno ostvaruju održavanjem signalnih puteva glukokortikoida u hipokampusu tokom 
###'-1 gena.
Sa druge strane, u korteksu se ne menjaju nivo pGR-a ni genska ekspresija MR-a, a nema 
#    *Q)  '-1  # #     4
životinja na restrikciji hrane. To ukazuje da se mehanizmi kojim restrikcija hrane ostvaruje svoje 
$#/#'''
4#(#	%
''
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odgovora na stres (Diorio i saradnici, 1993), poznato je d#
 #(  4   ( 4'     ' (
regione. +   # 4 #(  4#(# #   
izlaganja stresu (McEwen, 2004), dendr#((
nedelje (Brown i saradnici, 2005)    ' ' ;Izquierdo i saradnici, 2006).
Q##/(3(
4 #(4#(#('
hormona (Kremen i saradnici, 2010). Pored toga, u nekoliko studija je pokazano da akutni 
((('4$/eksa 
(Murphy i saradnici, 1996; Arnsten i Goldman-Rakic, 1998; Shansky i saradnici, 2006). 
Q# (('($ (#

funkcija koje su pod kontrolom hipokampusa (McEwen, 2004). Hormonalni odgovor na stres 
#  (#   (  ( ;#  (
= 
 '/ ; # = 4
(Lupien i saradnici, 2009). 
Novija istraživanja su dovela u pitanje tvrdnju da je neurodegeneracija karakteristika 
(' #/   #3 
 #  # '
neurona u korteksu i hipokampusu kod starih ljudi, primata, niti pacova (Rapp i Gallagher, 1996; 
Rasmussen i saradnici, 1996; West i saradnici, 1994). Promene u putevima prenosa signala i 
##('(#((
starenju, od onog koji im se pripisivao u dosadašnjim istraživanjima. Smanjenje u kognitivnim 
#/(#(4 '##/#(
neurona. Ekspresija gena ranog odgovora, c-fos-a, (#'3
neuronalna aktivacija moždanih struktura u '   ( ;6$$(  <
2002; Kovács, 1998). Mada se bazalna ekspresija c-fos-a ne menja u mozgu sa starenjem 
(D’Costa i saradnici, 1991; Desjardins i saradnici, 1997; Nagahara i Handa, 1997), što pokazuju i 
naši rezultati, pokazano je da akutni stres dovodi do smanjene neuronalne aktivacije u korteksu 
4#/#3(((;Q'46H4'/4
2010). Smanjena aktivacija kortikalnih neurona tokom odgovora na akutni stres može biti 
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posl/ 
  ((   4  ;%'}  ' 
/4/=	3((#(
adaptaciji na promene u spoljašnjoj i unutrašnjoj sredini i doprineti promenjenoj aktivnosti HHA 
ose kod starih životinja. Pokazano je da korteks starih životinja ima smanjenu sposobnost da 
kontroliše aktivnost HHA ose tokom stresa (Garrido i saradnici, 2012b). Poznato je i da 
transkripcioni regulator AP-H  (   (e nalaziti c-fos, pokazuje smanjenu 
aktivnost u korteksu starih životinja (Asanuma i saradnici, 1995). U korteksu životinja koje su 
 '   # /-fos-  (  #( (
nezrelih neurona, i smatra se da t #/ '  '   	
Eksperimentalne studije pokazuju da vezivanje transkripcionog regulatora AP-1, dimera c-fos-a
sa drugim ranim genom c-jun, aktivira gensku transkripciju i ubrzava proliferaciju i 
$//;6 /=	#/-fos-a koja se održava i 20 
'''('
'/ 4  ;4  / H W  / H=	 3 /-fos 
/##/(#(;7''%}=	Q

#     4  # /( ' / 4 #
ekspresija c-fos gena, što ukazuje da ovaj tretman deluje u pravcu održavanja reaktivnosti 
kortikalnih neurona, i da može uticati na kognitivne procese koji zavise od pravilnog 
$/	3($#'$##
dodatna ispitivanja sastava AP-1 kompleksa i vezivanja ovog transkripcionog regulatora za DNK 
pod uticajem smanjenog unosa hrane tokom starenja.
Ispitivanja su pokazala i da tretman restrikcijom hrane može dovesti do reprogramiranja 
genske ekspresije proinflamatornih gena koji se menjaju sa starenjem (Weindruch and Prolla, 
2002; Morgan i saradnici, 2007). Aktivaciju i proliferaciju mikroglije i astrocita koja se javlja sa 
(  '   # # # "W7-a (Kohama et al. 1995, Nichols 
et 	 H=	    4 / 4 ( ' '  #
#   *Q)  "W7 ;Q/4  al. 1995). Literaturni podaci pokazuju da je 
smanjenje u nivou GFAP-a in vivo posredovano glukokortikoidima preko aktivacije GR-a
;Q/4  / H=	 3 je pokazano da se nivo GFAP- # 
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adrenalektomije u korteksu i hipokampusu (O’Callaghan i saradnici, 1991). Naši rezultati su u 
skladu sa literaturnim podacima o smanjenju u ekspresiji GFAP-a životinja podvrgnutih
restrikciji hrane i nasuprot tome porastom u nivou GFAP-a kod starih AL životinja (Krekoski i 
saradnici, 1996; Morgan i saradnici, 1999; Yoshida i saradnici, 1996). Ovaj antiinflamatorni 
$/4#
4#(#          #"*-a u ove dve strukture. 
7/ 667   #  '   # 
$(( '(    # 4/ QWX% '' # (Shin i
saradnici, 2004; Kishore i saradnici, 2003=	 3( #  #/  (   (
#$QWX%#/'regulatora (#$(';Munhoz 
i saradnici, 2006; LaPlant i saradnici, 2009; Madrigal i saradnici, 2001). U centralnom nervnom 
sistemu transkripcioni regulator QWX% ( '   ( $
( #/( ##
neurogeneze (Koo i saradnici, 2010), izrastanja neurita (Rolls i saradnici, 2007= #
##(;Levenson i saradnici, 2004; Ahn i saradnici, 2008; O’Riordan i
saradnici, 2006=	 < #/   #(  '/  '
transkripcionog regulatora (''4#(('
pacijenata obolelih od Parkinsonove (Ghosh i saradnici, 2007; Hunot i saradnici, 1997) i 
Alchajmerove bolesti (Kaltschmidt i saradnici, 1997). Naši rezultati su pokazali da tokom 
   #/   #  QWX%-a u jedru, gde kao transkripcioni 
regulator ostvaruje svoje dejstvo	(/(4#$((
QWX%-a može inhibirati delovanje proinflamatornih citokina poput IL-6 (interleukin 6) i
TNF- (eng. tumor necrosis factor ;=	 3 ( $ QWX%-   elijama 
imunskog sistema i u mozgu ostvaruju se antiinflamatorni efekti koji mogu ublažiti posledice 
stresa (Koo i saradnici, 2010). Pokazano je da se preko aktivacije ili inhibicije transkripcionog 
regulatora QWX%  4#(  (
 (   usporiti proces starenja, i time 
produžiti ili skratiti životni vek (Zhang et 	 H=	      '
/ 4 ( # / QWX%     ( #(
smanjenje nivoa štetnih molekula i podizanje #4 4 '4 # ; 
/*'/=	*/4(##*H
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(  
#$(lije Sirtuina kod sisara (Blander i Guarente 2004; Guarente, 2006; Michan i 
/=	''(($/#
 (  #((    ( ;6' " ; Guarente, 
<')/4/=	*H'
(#(
koje se javljaju kao posledica izlaganja restrikciji hrane (Bordone i Guarente, 2005; Guarente, 
2006; Chen i Guarente, 2007). Aktivacija sirtuina može objasniti otpornost na inflamaciju do 
koje dovodi smanjeni unos hrane (Holloszy i Fontana, 2007; Morgan i saradnici, 2007), jer je 
#   *H $   QWX% (e i inhibira njihovu transkripcionu 
aktivnost (Yeung i saradnici, 2004). Li #/ #3 ' *H  4
inflamacije (Chen i saradnici, 2005a; Chen i saradnici, 2005b; Nayagam i saradnici, 2006; Yang 
i saradnici, 2007), a mehanizmi koji povezuju SIRT1 i NFXB mogu objasniti protektivne efekte 
restrikcije hrane na inflamatorne procese koji se u mozgu javljaju sa starenjem. Smatra se da 
(/ 
     
 +Q) # # #' 
	QWX%#/regulator 4
nja i stresa, i 
##(4((#(
(Hayden i Ghosh    / HH=	 "  $(
 4/
aktivacije NFXB odlaže pojavu mnogih simptoma koji se javljaju sa starenjem (Tilstra i 
saradnici, 2012), što ukazuje da je efekat smanjenja aktivacije NFXB koji restrikcija hrane 
#
((('(4((##/	
Proces starenja se ne odvija sinhrono u svim r'(('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$
'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=	'
 se efekti dugotrajne restrikcije 
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 /(3'#(($/(
(
#'('
na stres. Promene u mozgu i ponašanju se teško mogu objasniti delovanjem jednog hormona i 
nj'4 /#       #(  4 /
(3('44(4 ( ;}  /##  /=	
Poznato je da se nivo i funkcija mnogih hormona menjaju sa starenjem (Weinert i Timiras, 2003; 
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Conrad i Bimonte-Nelson, 2010). Interakcija velikog broja važnih molekula u svakom od regiona 
('(#(
('(;
saradnici, 2007, Mora i saradnici, 2008, Segovia i Mora, 2001) i stoga je neophodno ispitivanje 
(4 $ 
 4(     /  (	
*(4#/3$4#(4(
ukazati na mehanizme kojima se može uticati na usporavanje procesa starenja mozga.
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Q4('/
1. (#//#/
u hipokampusu nivo ovog hormona ostaje nepromenjen. Dugotrajna restrikcija hrane 
#     #  '#     
hipokampusu pacova. 
2. Q ' (   ((  '
 # 
receptoruHHJ-HSD1, održava se nepromenjenim tokom starenja u korteksu pacova koji 
('##44#(#(#
'#	('(/(4#HHJ-HSD1 u 
korteksu.
3. Najizraženije promene na ''/#(
u hipokampusu najstarije ispitivane grupe životinja sa slobodnim pristupom hrani. 
+   #  /# # (( ( $$isanog 
oblika receptora. Primena dug/4#''
receptora i u korteksu i u hipokampusu, dok uticaj na fosforilacioni status receptora 
 (  4#(#  # '# '   # 
jedarna lokalizacija receptora. Funkcionalna posledica aktivacije glukokortikoidnog 
receptora u hipokampusu životinja podvrgnutih dugotrajnoj restrikciji hrane se ogleda u 
##'-1 gena.
4. Nivo CDK5 se ne menja tokom starenja u obe strukture, bez obzira na primenjeni režim 
4	 (  4    p35 aktivatorskog proteina za CDK5 
4#(#(($	
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5. U korteksu ne dolazi do promena u ekspresiji mineralokortikoidnog receptora ni kod 
jedne od i#4'#	('(/(4#
ekspresiju mineralokortikoidnog receptora u hipokampusu, i to u obe ispitivane starosne 
	
6. Dugotrajna restrikcija hrane # ekspresiju c-fos gena u korteksu, što ukazuje da 
deluje u pravcu održavanja reaktivnosti kortikalnih neurona tokom starenja.
7. Nivo transkripcionog regulatora QWX%#$/
#'#
#((''/#(
frakciji. Dugotrajna restrikcija 4 # # ' -zavisnog efekta u 
korteksu.
Rezultati doktorske disertacije pokazuju da tokom starenja dolazi do promena na nivou 
prereceptorskog metabolizma glukokortikoida, kao i na nivou samog glukokortikoidnog 
receptora. Dugotrajna restrikcija hrane ostvaruje efekte na signalni put glukokortikoida na 
strukturno-#/$  # (  #(     #/#(
nivou  ' #//  #((HHJ-
HSD1. U hipokampusu je efekat restikcije hrane najizraženiji na nivou samog receptora, i 
  # #  #' /#  ' $$ $(. U obe 
strukture koje su analizirane, efekti dugotrajne restrikcije hrane su bili izraženiji kod najstarije 
ispitivane grupe.
*    /    '' # ' 
$'/4(#

u mehanizme
#' ('4	 (' ''#
'#/(#(##/'

4'4#/om starenja kod ljudi.
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